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“ La sfumatura di un colore 
in una stanza o nel cielo 
mattutino, un profumo 
particolare un tempo 
amato che porta con sé 
sottili ricordi, un verso 
di una poesia 
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per caso, la cadenza di 
una musica che da tanto 
non suoni più… sono 
queste piccole cose che 
rendono unica la nostra 
vita.” 
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1 .  I n t r o d u z i o n e  
1.1   I POLIFENOLI 
 
Negli ultimi 10 anni, la ricerca e l’industria alimentare si sono sempre 
più interessate allo studio delle proprietà e delle funzioni biologiche 
esercitate da composti naturali contenuti nelle piante, come i polifenoli. Il 
principale motivo di questo interesse si spiega con il crescente numero di 
evidenze che associano a questi composti naturali proprietà antiossidanti e 
di prevenzione in diverse patologie [1]. 
In natura, esistono centinaia di composti che presentano una struttura 
polifenolica, caratterizzata dalla presenza di anelli aromatici con diversi 
gruppi idrossilici. Questi composti organici costituiscono una numerosa ed 
eterogenea famiglia di metaboliti secondari delle cellule vegetali. Essi sono 
ubiquitari in tutti gli organi delle piante, pertanto rappresentano una parte 
integrante dell’alimentazione umana. 
Nei sistemi biologici vegetali, i polifenoli esercitano molteplici 
funzioni: sono infatti essenziali per la crescita e la riproduzione; 
funzionano da isolanti ed impermeabilizzanti e hanno un ruolo nel 
mantenimento della struttura cellulare. Questi composti sono essenziali per 
la pigmentazione delle piante, requisito fondamentale nell’attrarre gli 
insetti impollinatori; inoltre l’alto contenuto di tannini nelle parti vegetali 





Molte sostanze fenoliche hanno proprietà antibatteriche, antifungine e 
antivirali: sono cioè in grado di inibire la crescita microbica o la 
germinazione delle spore fungine [3]. 
 
I polifenoli hanno, inoltre, dimostrato un’azione protettiva dalle 
radiazioni ultraviolette e dallo stress ossidativo in genere.  
I composti polifenolici comprendono sia sostanze dalla struttura molto 
semplice come gli acidi fenolici, sia composti strutturalmente molto 
complessi come i tannini. Essi sono presenti, in natura, in forma glicosilata, 
coniugati ad uno o più residui zuccherini legati ai gruppi idrossilici che 
caratterizzano la struttura polifenolica. Gli zuccheri possono essere in 
forma di monosaccaridi, disaccaridi o, talvolta, come oligosaccaridi. Le 
porzioni zuccherine più comuni sono il glucosio, il galattosio, l’arabinosio, 
il ramnosio, lo xilosio, ma si possono legare anche molecole di acido 
glucuronico o galatturonico. Inoltre, sono frequenti associazioni con acidi 
carbossilici, ammine, lipidi o altri fenoli. I glicosidi sono diffusi soprattutto 
nelle foglie, nei frutti, nei fiori e nei semi, mentre gli agliconi (molecole 
non legate a zuccheri) si trovano soprattutto nei tessuti legnosi [4]. 
 




I polifenoli possono essere suddivisi in almeno 10 classi, in base alle 























I composti fenolici contribuiscono all’aroma ed al sapore di molti cibi 
e bevande; sono coloranti naturali ed esplicano attività antimicrobica ed 
antiossidante negli alimenti favorendone la conservazione; per queste 
applicazioni sono utilizzati anche come additivi nell’industria alimentare. 
Le principali classi di polifenoli presenti negli alimenti sono 
rappresentate dagli acidi fenolici (derivati dell’acido benzoico e dell’acido 
cinnamico), dai flavonoidi, dagli stilbeni e dai lignani (Figura 2)  
 
 




Frutta, ortaggi, legumi olio, cioccolato e bevande derivate da prodotti 
vegetali, come tè, vino, birra, costituiscono le maggiori fonti alimentari di 
questi composti naturali (Tabella 2). 
 




Il contenuto di polifenoli è influenzato non solo da fattori genetici e da 
condizioni ambientali, ma anche dal processo di germinazione, dalla 
raccolta, dalla varietà, dal metodo di trattamento e di conservazione dei 
vegetali [5]. 
 
1.2   I FLAVONOIDI 
 
I flavonoidi costituiscono una delle classi di polifenoli più 
caratteristiche e più abbondante nelle piante superiori e negli alimenti. 
Il loro nome deriva dal latino flavus (giallo), infatti molti flavonoidi 
sono facilmente riconoscibili come pigmenti floreali. La loro distribuzione 
non è limitata ai fiori ma include tutte le parti della pianta, in particolare 
frutti e foglie. La colorazione che donano ai tessuti dipende dal pH 
dell’ambiente in cui si trovano disciolti: sono di colore rosso, arancione a 
pH basico (la sua intensità aumenta con il pH), ma diventano blu-violetti a 
pH acido; mentre i pigmenti blu che si formano sono dati anche dalla 
chelazione di questi composti con alcuni ioni metallici (ad esempio Fe III o 
Al III).  
Essi presentano la struttura comune del difenilpropano (C6-C3-C6) 
che consiste in due anelli aromatici (anelli A e B) legati mediante tre atomi 





Figura 3. Struttura chimica dei flavonoidi e numerazione degli anelli. 
 
In funzione del tipo di anello eterociclico coinvolto, i flavonoidi 
possono essere suddivisi in sei sottoclassi: flavonoli, flavoni, isoflavoni, 
flavanoni, antociani e flavanoli (questi ultimi vengono divisi in catechine 
e proantocianidine). 
Come abbiamo già detto, la maggior parte dei flavonoidi si trova nelle 
piante in forma glicosilata, ma alcuni possono essere presenti come 


































1.3   CLASSI DI FLAVONOIDI 
 
I flavonoli sono i flavonoidi più abbondanti nei cibi, e i principali 
componenti sono la quercetina e il kaempferolo. Essi sono presenti per lo 
più in forma glicosilata e a concentrazioni relativamente basse, circa 15-30 
mg/Kg. Gli alimenti più ricchi sono le cipolle, il cavolo riccio, i porri, i 
broccoli e i mirtilli. Anche il vino rosso e il tè sono fonti di flavonoli e ne 
contengono fino a 45 mg di flavonoli/L.  
I flavonoli si accumulano nelle parti esterne dei vegetali a contatto con 
l’aria (buccia e foglie), poiché la loro biosintesi è stimolata dalla luce. 
Esistono, infatti, evidenti differenze nella loro concentrazione in diverse 
parti del frutto in base all’esposizione alla luce solare. Allo stesso modo, in 
ortaggi ricchi di foglie come lattuga e cavolo, la concentrazione di 
glicoside è 10 volte maggiore nelle foglie verdi esterne rispetto alle foglie 
interne a colorazione più chiara [6].  
I flavoni sono anche presenti nella frutta e negli ortaggi ma in minore 
quantità rispetto ai flavonoli. I più comuni sono i glicosidi di luteolina e 
apigenina. Le uniche importanti fonti commestibili finora identificate sono 
il prezzemolo e il sedano, mentre la buccia degli agrumi contiene grandi 
quantità di flavoni polimetossilati: tangeretina, nobiletina e sinensetina [7].  
Gli isoflavoni sono flavonoidi con una struttura simile agli estrogeni. 
Sebbene essi non siano steroidi, hanno gruppi idrossilici in posizione 7 e 4’ 
in una configurazione analoga a quella della molecola dell’estradiolo.  
Questa caratteristica spiega le loro proprietà ormonosimili, che 
includono la capacità di legarsi ai recettori per gli estrogeni, inserendoli 
nella categoria dei fitoestrogeni. Gli isoflavoni si trovano quasi 
esclusivamente nelle leguminose: Infatti la soia e i suoi derivati sono la 




molecole principali: genisteina, daidzeina e gliciteina, generalmente in un 
rapporto di concentrazione di 1:1:0.2. La soia ed i suoi prodotti presentano 
un contenuto di isoflavoni altamente variabile in funzione della zona 
geografica, delle condizioni di crescita e del trattamento dopo la raccolta 
[8].  
I flavanoni sono contenuti ad alte concentrazioni principalmente negli 
agrumi, ma anche nei pomodori e in alcune piante aromatiche come la 
menta. I principali agliconi sono la naringina nel pompelmo, l’esperitina 
nelle arance e l’eriodictiolo nei limoni. I flavanoni sono generalmente 
glicosilati in posizione 7 da un disaccaride che può essere o un 
neoesperidosio, che conferisce un gusto amaro, o un rutinosio, che è 
insipido. Il succo di arancia contiene tra 200 e 600 mg di esperitina/L e 15-
85 mg di narirutina/L. Un singolo bicchiere di succo di arancia può, quindi, 
contenere tra i 40 e 140 mg di glicosidi flavanonici. Poiché le parti solide 
degli agrumi e le membrane che separano gli spicchi hanno un contenuto di 
flavanoni molto alto, l’intero frutto può contenere fino a 5 volte il 
contenuto di un bicchiere di succo d’arancia.  
Gli antociani sono pigmenti disciolti nella linfa vacuolare dei tessuti 
epidermici di fiori e frutta, ai quali essi conferiscono un colore rosa, rosso, 
celeste o viola [9]. Essi esistono in forme chimiche diverse, sia colorati sia 
incolori, a seconda del pH. Sebbene siano altamente instabili nella forma 
agliconica (antocianidine), finché si trovano nei tessuti vegetali, sono 
resistenti alla luce, al pH e a condizioni di ossidazione piuttosto severe che 
potrebbero degradarli, mentre la glicosilazione, generalmente con un 
glucosio in posizione 3, e l’esterificazione con vari acidi organici (acido 
citrico e acido malico) e acidi fenolici, li protegge dalla degradazione. 
Inoltre gli antociani sono stabilizzati dalla formazione di complessi con 




trovano soprattutto nel vino rosso, ma anche in certe varietà di cereali e di 
ortaggi (melanzane, cavolo, fagioli, cipolle, rafani); inoltre sono 
particolarmente abbondanti nella frutta in genere. La cianidina è la più 
comune antocianidina nei cibi, i cui contenuti sono generalmente 
proporzionali all’intensità di colore e 
raggiungono valori fino a 2-4 g/kg di peso 
fresco nel ribes e nelle more. Questi valori 
aumentano man mano che il frutto matura. 
Gli antociani si trovano principalmente nella 
buccia, eccetto che in certi tipi di frutta rossa 
nei quali sono presenti nella polpa (ciliegie e fragole). Il vino contiene circa 
200-350 mg di antociani/L, che possono trasformarsi in strutture più 
complesse conformemente all’invecchiare del vino. 
I flavanoli esistono sia in forma di monomeri (catechine) sia in forma 
di polimeri (proantocianidine). Le catechine si trovano in molti tipi di frutta 
e nel vino rosso (fino a 300 mg/L), ma il tè verde e la cioccolata sono di 
gran lunga le fonti più ricche. Il tè nero contiene una minore quantità di  
flavanoli monomerici, che si ossidano durante la bollitura delle foglie di tè 
a polifenoli condensati più complessi. Le epicatechine sono i principali 
flavanoli nella frutta, mentre le gallocatechine, l’epigallocatechina e 
l’epigallocatechin-gallato si trovano in certi semi di leguminose, nell’uva e 
principalmente nel tè [10]. Le proantocianidine, che sono anche conosciute 
come tannini condensati, sono dimeri, oligomeri e polimeri di catechine 
che sono tenute insieme da legami tra C4 e C8 (o C6), anche se il loro 
grado di polmerizzazione negli alimenti è stato raramente determinato. 
Attraverso la formazione di complessi con le proteine salivari, i tannini 
condensati sono responsabili del carattere astringente della frutta (uva, 




birra, etc.) nonché del gusto amaro della cioccolata [11]. La 
polimerizzazione dei tannini è probabilmente responsabile dell’evidente 
riduzione nel contenuto di tannini che si osserva comunemente durante la 




2 .  E F F E T T I  B I O L O G I C I  D E I  F L AV O N O I D I  
 
2.1  PROPRIE TA’  ANTIOSSIDANTI 
 
Numerosi studi epidemiologici hanno messo in luce che una dieta 
ricca di polifenoli, ed in particolare di flavonoidi, riduce il rischio di 
insorgenza di malattie cardiovascolari, neoplasie e di disordini 
neurodegenerativi [12], suggerendo che gli effetti benefici siano 
attribuibili, principalmente, alla capacità dei flavonoidi di combattere lo 
stress ossidativo che caratterizza e accomuna queste patologie [13]. 
Il loro potere antiossidante dipende dal numero di anelli fenolici, dal 
numero e dalla posizione di gruppi idrossilici e di doppi legami presenti 
nella molecola, ed è determinato, in particolare, dalla presenza di un anello-
B diidrossilato (gruppo catecolico), di un doppio legame in posizione 2,3 
associato ad una funzione 4-carbonilica nell’anello C e di gruppi funzionali 
capaci di chelare i metalli di transizione [14]. 
Come abbiamo già detto, i flavonoidi differiscono da frutto a frutto e 
da foglia a foglia, sia come classe di flavonoidi sia in quantità e potere 
antiossidante. Gli antiossidanti più potenti sono contenuti nei frutti di 
colore nero e rosso, come l’uva nera e le prugne nere, oppure i mirtilli, le 
more e le fragole [15].  
I flavonoidi sono in grado di esercitare le loro attività antiossidanti in 
diversi mod i[16].  
I flavonoidi come le catechine o la quercetina possono fungere 




Oxygen Species, ROS) come l’anione superossido (O2-), il perossido di 
idrogeno (H2O2) o l'acido ipocloroso (HClO), che possono causare 
l’ossidazione dei lipidi, delle proteine e del DNA [17]. I gruppi fenolici 
possono, pertanto, prevenire tale danno catturando elettroni dai ROS e 
rendendoli così meno reattivi [18]. 
Inoltre i polifenoli, e la quercetina in particolare, possono fungere da 
chelanti di ioni metallici, come il ferro, spesso coinvolti nella formazione di 
radicali liberi [19]. 
Indirettamente, i polifenoli possono interferire con i sistemi di 
detossificazione cellulari, come la superossido dismutasi (superoxide 
dismutases, SOD), la catalasi o la glutatione perossidasi [20, 21]. Infine, i 
flavonoidi possono inibire enzimi che producono ROS come la xantina 
ossidasi e la nicotinamide adenina dinucleotide fosfato ossidasi 
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) [19, 22]. 
Tra tutti i polifenoli, la quercetina e la miricetina sono i più efficienti 
scavengers di radicali liberi, seguiti dal kaempferolo [23]. In vitro, è stato 
dimostrato che i flavonoidi del tè, principalmente flavonoli e glicosidi 
flavonolici, sono fino a cinque volte più efficaci come antiossidanti delle 
vitamine C o E [24]. 
Più recentemente, è stato osservato [25] che l'epigallocatechingallato 
contenuto nel tè (soprattutto nel tè verde) è in grado ridurre lo stress 
ossidativo grazie all’attività che esercita sulla produzione di ROS, di 
glutatione e sull’attività del citocromo P4502E1 [26]. 
Le proprietà antiossidanti sono state considerate per lungo tempo la 
principale funzione dei flavonoidi, ma alla luce di sempre più evidenti dati 
sperimentali, questo sembra essere un modo troppo riduttivo di considerare 




biologici complessi i flavonoidi possono esercitare una serie di effetti non 
ascrivibili alla sola attività antiossidante. 
 
2.2  EFFETTI CELLULARI DEI FLAVONOIDI 
 
Il fatto che le proprietà biologiche dei flavonoidi non siano legate 
solamente alle loro proprietà antiossidanti è sostenuto da due osservazioni: 
innanzitutto questi composti naturali vengono metabolizzati in vivo dando 
origine spesso a sostanze che perdono il loro potenziale antiossidante 
originale; inoltre, le loro concentrazioni e quelle dei loro metaboliti, nel 
plasma o nei tessuti, sono molto più basse rispetto a quelle di altri 
antiossidanti [28], come l’acido ascorbico e l’α-tocoferolo [29]. 
E’ stato dimostrato, invece, che a tali concentrazioni, i flavonoidi sono 
in grado di esercitare attività farmacologiche e di modulare numerose 
funzioni cellulari [30, 31]. Questi composti naturali, infatti, modulano 
l’espressione e/o l’attività’ di diversi enzimi, come la telomerasi [32], la 
ciclossigenasi [33, 34], la lipossigenasi [35], la metalloproteinasi [36], 
l’enzima di conversione dell’angiotensina (ACE) [37] e numerose 
proteinchinasi [38, 39]. 
I flavonoidi interagiscono, inoltre, con numerosi recettori cellulari 
[40] [41], e intervenengono e modulano diversi processi fisiologici che 
comprendono le vie di trasduzione del segnale [42], le vie apoptotiche 
caspasi-dipendenti [43], la regolazione del ciclo cellulare [44] e l’induzione 





2.3  GLI EFFETTI DEI FLAVONOIDI SULL A 
FISIOLOGIA CARDIOVASCOLARE 
 
Gli effetti dei flavonoidi a livello del sistema cardiovascolare sono 
stati ampiamente analizzati e dimostrati in numerosi studi epidemiologici 
[46] [47-50]. 
L’assunzione di questi composti naturali attraverso la dieta ha 
dimostrato di avere effetti benefici in diverse condizioni patologiche, tra 
cui le patologie che comprendono le malattie cardiovascolari.  
A tale proposito, oggi è sempre più riconosciuto che la cosiddetta 
“Dieta Mediterranea” [51] rappresenta un modello alimentare [52], in 
grado di proteggere dalle malattie da benessere nelle società 
industrializzate [53]. I vantaggi della Dieta Mediterranea derivano, in parte, 
da un ridotto consumo di grassi, in particolare grassi animali, di 
colesterolo, di sale e di zuccheri raffinati, e dall’altra da un’elevata 
assunzione di fibre e di carboidrati complessi [54, 55]. Inoltre, la relazione 
inversa tra dieta mediterranea e l’incidenza di malattie cardiache 
coronariche (coronary heart disease- CHD) sembra essere principalmente 
correlata all’assunzione di sostanze antiossidanti di origine vegetale, che 
risultano essere particolarmente abbondanti nella frutta e negli ortaggi, ma 
anche in bevande come il vino [56], soprattutto quello rosso [49, 57].  
Queste considerazioni prendono origine dal cosiddetto paradosso 
francese [58-61], in riferimento al fatto che la Francia, peraltro il maggior 
produttore di vino in Europa, ha dimostrato un indice di mortalità per 
malattie cardiovascolari, come l’infarto, più basso rispetto ad altri paesi 
d’Europa e del Nord America, sebbene queste popolazioni siano esposte 




Il vino può essere considerato una soluzione idroalcolica di numerose 
sostanze (più di 250), responsabili dell’aroma e del sapore di questa 
bevanda. Numerosi studi epidemiologici hanno comprovato gli effetti 
protettivi di un moderato ma abituale consumo di vino nei confronti delle 
patologie multifattoriali correlate ad un elevato stress ossidativo [63]. 
Le proprietà antiossidanti del vino [64] sono strettamente correlate al 
suo contenuto in composti fenolici: i vini rossi hanno dimostrato, sia in 
vitro che in vivo, una capacità antiossidante più elevata rispetto ai vini 
bianchi, e ciò è legato al maggiore contenuto di flavonoidi e di altri 
componenti naturali come il resveratrolo [26]. 
 
 
2.3.1   FLAVONOIDI E ATEROSCLEROSI 
 
L’ aterosclerosi è un processo patologico infiammatorio cronico a 
carico delle pareti delle arterie, caratterizzato dalla deposizione di sostanze 
di natura lipidica (trigliceridi, colesterolo) a livello della tonaca intima, al 
di sotto delle cellule endoteliali. Anatomicamente, la lesione caratteristica 
dell’aterosclerosi è l’ateroma o placca fibrinolipidica: un ispessimento 
delle arterie dovuto principalmente all’accumulo di materiale lipidico e alla 
proliferazione del tessuto connettivo, con conseguente restringimento del 





Figura 5 : Placca fibrinolipidica o ateroma. 
 
In corrispondenza delle zone interessate da questo fenomeno, la parete 
arteriosa viene gravemente alterata da fibrosi, precipitazione di sali di 
calcio, con indurimento e perdita di elasticità del vaso. Le placche possono 
ulcerarsi, con la conseguente formazione di trombi, che portano 
all’ostruzione del lume del vaso. Dai trombi poi, possono distaccarsi dei 
frammenti, detti emboli, che, immettendosi nel torrente circolatorio, vanno 
ad occludere i vasi minori.  
L’aterosclerosi colpisce soprattutto vasi come l’aorta, le arterie 
coronarie, quelle cerebrali, femorali, renali e mesenteriche. Clinicamente  
può essere asintomatica oppure manifestarsi con fenomeni ischemici acuti 
o cronici, che colpiscono principalmente cuore, encefalo, arti inferiori e 
intestino. Le lesioni, che hanno come caratteristica specifica la componente 
lipidica più o meno abbondante, evolvono con il tempo: iniziano 
nell’infanzia come strie lipidiche (a carattere reversibile), corrispondenti ai 
primi accumuli lipidici, che tendono ad aggravarsi lentamente e 
progressivamente divenendo vere e proprie placche aterosclerotiche, 
raggiungendo il loro massimo grado nell’età più avanzata. 
Gli effetti più importanti delle malattia, conseguenti al difetto di 




sensibilità dei tessuti alla riduzione dell’apporto sanguigno e la possibilità 
del mantenimento di una circolazione adeguata alle necessità degli organi, 
attraverso la formazione di circoli collaterali che bypassano i vasi colpiti 
dalla malattia; il danno, pertanto, può essere di entità variabile: da una lieve 
sofferenza alla morte dei tessuti interessati. Le manifestazioni cliniche 
dipendono dal distretto vascolare colpito e dell’entità dell’occlusione: 
angina pectoris e infarto miocardico, quando sono interessate le arterie 
coronarie, attacchi ischemici transitori o ictus, se sono colpite le arterie 
cerebrali, claudicatio intermittens se sono coinvolte le arterie degli arti 
inferiori. 
I fattori di rischio correlati a questa patologia possono essere:  
• endogeni, cioè legati al paziente stesso, come l’età (con 
l’avanzare dell’età aumentano le lesioni aterosclerotiche), il 
sesso (è più suscettibile il sesso maschile, in quanto le donne in 
età fertile sono protette dagli estrogeni), l’ereditarietà, le 
alterazioni metaboliche (diabete, iperuricemia, iperlipidemia), 
l’obesità, l’ipertensione; 
• esogeni, cioè legati all’ambiente, come la dieta (cibi ricchi di 
colesterolo e acidi grassi saturi, alcol), il fumo, lo stress 
psicofisico, la vita sedentaria. 
Gli eventi iniziali nell’aterogenesi vanno identificati nelle alterazioni a 
livello dell’endotelio vascolare (danno funzionale o disfunzione 
endoteliale) e nell’accumulo e successiva modificazione (aggregazione, 
ossidazione e/o glicosilazione) delle lipoproteine a bassa densità (LDL) 
nell’intima delle arterie, due eventi che si influenzano a vicenda. 
L’accumulo delle LDL è dato non solo dall’aumento della 
permeabilità dell’endotelio funzionalmente o anatomicamente danneggiato, 




dell’intima, che aumenta il tempo di permanenza delle lipoproteine a 
questo livello. Un fattore importante che causa un aumento della matrice 
connettivale intimale (ispessimento dell’intima) è rappresentato dall’attrito 
della corrente sanguigna sulla superficie vasale (stress emodinamico), che è 
particolarmente accentuato in corrispondenza delle ramificazioni e delle 
curvature dei vasi, sedi che risultano particolarmente predisposte allo 
sviluppo delle lesioni aterosclerotiche.  
In caso di disfunzione/attivazione endoteliale ad opera dei fattori di 
rischio cardiovascolare le concentrazioni di citochine aumentano, 
stimolando così la produzione di molecole di adesione (VCAM-I, ICAM-I, 
selectina e molecole di adesione del leucocita endoteliale) che favoriscono 
il reclutamento di monociti e la loro adesione all'endotelio. 
Le cellule endoteliali attivate, assieme ai monociti/macrofagi adesi, 
possono produrre radicali liberi che ossidano le LDL legate alla superficie 
della tonaca intima, promuovendo in tal modo la perossidazione lipidica e 
la distruzione dei recettori di membrana necessari alla normale clearance 
delle LDL. Le LDL così modificate vengono catturate dai macrofagi per 
mezzo dei loro recettori-scavenger. In tal modo, i macrofagi si trasformano 
cellule schiumose, migrano nel sottoendotelio, formando le bande lipidiche 





Figura 6 : Migrazione dei monociti e formazione delle cellule schiumose. 
 
Al contempo l’endotelio, i macrofagi e le piastrine, attivati 
dall’infiammazione, liberano fattori di crescita e chemotattici, come il 
fattore di crescita derivante dalle piastrine, il fattore di crescita dei 
fibroblasti, l’endotelina-1, la trombina, l’interferone-γ e l’interleuchina-1, 
che fanno proliferare e richiamano le cellule muscolari lisce e le stimolano 
a deporre matrice extracellulare, portando alla formazione di un cappello 
fibroso di denso tessuto connettivo che ricopre la parte centrale dell’intima, 
costituita da lipidi e detriti cellulari necrotici. La placca ateromatosa, così 
formata, successivamente si può ulcerare e agire da substrato, da cui si può 


















2.3.1.1  I flavonoidi nella  prevenzione dell’aterosclerosi 
 
Gli effetti benefici dei polifenoli nell'aterosclerosi sono stati oggetto di 
ampi studi [46, 65-67] ed è stato dimostrato che l’assunzione di flavonoidi 
con la dieta ha un ruolo importante nel limitare l’insorgenza e la 
progressione dell'aterosclerosi, grazie alle numerose azioni che questi 
composti esercitano a livello delle cellule endoteliali.  
Oltre alle capacità di prevenire patologie cardiovascolari per le loro 
attività antiossidanti, i flavonoidi esercitano numerose azioni biologiche 
che potrebbero spiegare e mettere in luce il loro meccanismo d’azione a 
livello dell’endotelio. 
In particolare, è stato dimostrato in vitro e in vivo che alcuni 
flavonoidi, come la quercetina e altri composti contenuti nel vino, sono in 
grado di migliorare le funzioni endoteliali, di aumentare i livelli di 
monossido d’azoto e limitare i processi di apoptosi delle cellule endoteliali 
[68]. Inoltre, nell’uomo, è stato rilevato che i flavonoidi contenuti nel vino 
sono capaci di ridurre lo stress ossidativo, favorire il rilassamento vascolare 
e ridurre l’ossidazione delle LDL in pazienti con sindrome coronarica acuta 
[69, 70]. Questi composti sono anche in grado di inibire anche 
l'aggregazione piastrinica [71, 72], meccanismo che concorre al processo di 
formazione del trombo.  
Ulteriormente, i flavonoidi esercitano un'attività inibente su enzimi, 
come le ciclossigenasi [73] e le lipossigenasi [74], responsabili della sintesi 
di molecole, come le prostaglandine ed i leucotrieni, coinvolti nei processi 






2.3.2  FLAVONOIDI E TONO VASCOLARE 
 
L'effetto dei flavonoidi sull'endotelio vascolare coinvolge 
principalmente la produzione del monossido d’azoto (NO), e la sua attività 
di regolatore delle funzioni endoteliali [75, 76]. (vedi anche capitolo 3.1.1) 
Il monossido di azoto agisce sulle cellule muscolari lisce favorendone il 
rilassamento; ne consegue un minore rischio di ipertensione, che è un 
importante concausa nello sviluppo dell’aterosclerosi. 
E’ stato appurato che i flavonoidi sono in grado di incrementare i 
livelli di monossido d’azoto [77-79]. Questi composti, infatti, hanno 
dimostrato in vitro [80] e in vivo [81, 82] di aumentare l’espressione 
dell’NO-sintasi endoteliale (eNOS) [83], enzima deputato alla sintesi di 
questo secondo messaggero nelle cellule endoteliali, e di ridurre la 
pressione arteriosa, fattore che concorre alla patogenesi dell’aterosclerosi 
[84]. E’ stato provato, inoltre, che gli antociani contenuti nel vino rosso, 
oltre ad aumentare i livelli di NO, sono in grado di ridurre i livelli di 
endotelina-1, prodotta dall’endotelio, fattore che favorisce la 
vasocostrizione (vedi capitolo 3.1.1) [85-87]. Diversi flavonoidi, in 
particolare alcuni antociani [88], sono anche in grado di aumentare 
l’espressione dell’enzima eme-ossigenasi [89], la cui sintesi viene 
aumentata in situazioni di stress ossidativo [90]. Questo enzima catalizza la 
reazione di ossidazione dell’eme, i cui prodotti sono il monossido di 
carbonio (CO) e la biliverdina [91]. Il primo è molto importante per la 
fisiologia cardiovascolare, per la sua azione vasodilatatrice simile a quella 
del NO [92]; mentre la biliverdina, in una reazione catalizzata dalla 
biliverdina reduttasi, viene convertita a bilirubina [93]. Alla coppia redox 
bilirubina/biliverdina vengono attribuite proprietà anti-ossidanti analoghe a 




Recentemente, inoltre, è stato osservato che la bilirubina esercita 
anche un’azione di inibizione dell’enzima NADPH ossidasi (Nox), 
collocato sulla membrana plasmatica dell’endotelio vascolare [93]. 
L’enzima catalizza la formazione di anione superossido e rappresenta la 
principale fonte extramitocondriale di specie reattive dell’ossigeno (ROS). 
Pertanto, grazie a questa inibizione, la bilirubina potrebbe, indirettamente, 
ridurre anche la produzione di anione superossido (O2-). Queste 
osservazioni consentono, inoltre, di interpretare i dati epidemiologici che 
indicano una riduzione del rischio cardio-vascolare in soggetti affetti da 
iperbilirubinemia [95]. Ciò è avvalorato dall'osservazione che in soggetti la 
cui bilirubinemia è inferiore alla norma, si verifica un'alterazione della 
funzione endoteliale misurata in vivo [96]. 
 





3 .  L ’ E N D O T E L I O  VA S C O L A R E  
 
Figura 9: Struttura delle pareti dei vasi. 
 
I vari elementi che compongono le pareti dei vasi sono disposti in strati 
concentrici (o tonache): una tonaca intima, una media ed un'avventizia 






Figure 10-11 : Schema della struttura della parete vasale. 
 
Le tre tonache delle pareti vasali (Figure 10-11) sono così costituite:  
- la tonaca intima che è costituita dal monostrato di cellule 
endoteliali, dalla membrana basale sottostante e dalla lamina elastica 
interna;  
- la tonaca media, ricca in particolar modo di cellule muscolari lisce; 
- la tonaca avventizia, separata dalla tonaca media tramite la lamina 
elastica esterna, formata da tessuto connettivo e fibroblasti.  
 
L’endotelio vascolare è un tessuto costituito da cellule piatte, di forma 
poligonale, che riveste la superficie del cuore, dei vasi sanguigni e delle 
articolazioni.  
Le cellule endoteliali sono strettamente ravvicinate tra di loro e formano 
una lamina che in passato, per lungo tempo, è stata considerata un semplice 
rivestimento. Oggi, invece, si sa che l’endotelio è coinvolto in numerosi 
processi fisiologici, che regolano l’omeostasi vascolare. 
Le cellule endoteliali fungono innanzitutto da barriera più o meno selettiva 
al passaggio di molecole presenti nel torrente circolatorio. Ciò è 




cosiddetta “barriera emato-encefalica”: una “barriera” selettiva costituita 
da cellule endoteliali strettamente connesse le une alle altre, che agisce da 
filtro e permette il passaggio solamente di molecole altamente lipofile.  
L’endotelio viene considerato un vero e proprio organo, capace di 
secernere e sintetizzare numerose sostanze attive, che modulano le funzioni  
delle pareti vasali, delle cellule ematiche e delle proteine coinvolte nel 
meccanismo della coagulazione del sangue. Alcune di queste sostanze 
prodotte dall’endotelio esercitano la loro azione nelle immediate vicinanze 
(secrezione paracrina); altre, invece, vengono immesse nel flusso ematico 
e svolgono le loro azioni a distanza (secrezione endocrina). Altre ancora 
esplicano le loro funzioni sulla superficie delle cellule endoteliali, come 
avviene per le molecole di adesione dei leucociti e quelle che regolano i 
meccanismi della coagulazione. 
La maggior parte di queste sostanze viene prodotta fisiologicamente, 
mentre altre vengono sintetizzate solamente in risposta a stimoli 
appropriati, come nel caso di reazioni infiammatorie. Si parla di 
attivazione endoteliale quando l’endotelio viene stimolato da sostanze che 
non vengono prodotte in condizioni fisiologiche; mentre si parla di 
disfunzioni endoteliali quando è compromessa la capacità dell’endotelio 
di elaborare quelle sostanze che vengono prodotte in condizioni 
fisiologiche.  
La disfunzione endoteliale è spesso caratterizzata dall’espressione di 
molecole adesive sulla superficie delle cellule e dalla compromissione della 
funzionalità endocrino-paracrina dell’endotelio, con la secrezione di 
sostanze attive, come citochine pro-infiammatorie, fattori di crescita e 




catena possono portare ad una progressiva sregolazione del controllo del 
tono vasale e della permeabilità vascolare.  
3.1  Ruolo fisiologico dell’endotelio: 
 
L’endotelio viene in contatto con numerose di molecole circolanti nel 
sangue e la sua funzione è quella di fare da interfaccia e rispondere, con il 
rilascio di opportuni mediatori, agli stimoli ricevuti da queste molecole. 
Tutti questi meccanismi permettono il fisiologico mantenimento 
dell’omeostasi vascolare. 
Le cellule endoteliali sono in grado, infatti, di metabolizzare e 
secernere fattori coinvolti: 
- nella fibrinolisi come l’attivatore del plasminogeno tissutale e 
l’inibitore dell’attivatore del plasminogeno;  
- nella coagulazione, nell’attivazione e aggregazione piastrinica  
come il fattore attivante le piastrine, il fibrinogeno, il monossido di 
azoto, la prostaciclina I2, il fattore tissutale, l’inibitore del fattore 
tissutale, la trombomodulina, il trombossano A2 e il fattore di von 
Willebrand;  
- nell’infiammazione come le interleuchine 1 e 6 e il fattore di necrosi 
tumorale α;  
- nella permeabilità vascolare come la proteina chemotattica dei 





- nella proliferazione e migrazione delle cellule muscolari lisce 
come il fattore di crescita derivante dalle piastrine, il fattore di 
crescita vascolare endoteliale e il fattore di crescita tumorale β;  
- nella vasocostrizione come l’angiotensina, l’endotelina, la 
prostaglandina H2 e il trombossanoA2 [97]; 
- nella vasodilatazione attraverso la produzione di la prostaciclina I2, 
il fattore iperpolarizzante derivato dall’endotelio e il monossido di 
azoto [98]. 
 
3.1.1  Regolazione del tono vascolare 
 
Il principale ruolo delle cellule endoteliali risiede nella modulazione 
del tono vascolare attraverso la produzione di fattori vasodilatatori e 
vasocostrittori. 
L’NO è il principale agente vasodilatatore rilasciato dall'endotelio e 
viene sintetizzato a partire dalla L-arginina per azione dell'enzima ossido di 
azoto sintetasi endoteliale (e-NOS). L'NO diffonde attraverso le cellule 
muscolari lisce vascolari e attiva una guanilato ciclasi, con conseguente 
aumento dei livelli di guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e 
stimolazione delle protein chinasi GMPc dipendenti (G chinasi). Le G 
chinasi inibiscono le fosfolipasi C e quindi indirettamente l’Inositolo 3 
fosfato (IP3), e ciò causa una riduzione dell’ingresso del calcio nel citosol. 
Le G chinasi sono in grado di attivare, inoltre, lo scambiatore Na+/Ca+ e le 
Calcio ATPasi e ciò porta ad una complessiva riduzione della 
concentrazione di calcio intracellulare. I ridotti livelli di calcio inducono 




una vasodilatazione e una riduzione dello stress endoteliale da eccessiva 
pressione. 
L'endotelio è anche coinvolto nella sintesi del fattore di 
iperpolarizzazione derivato dall'endotelio (Endothelium-Derived 
Hyperpolarizing Factor, EDHF) [99] che contribuisce alla vasodilatazione 
per attivazione dei canali del K+. Anche la prostaciclina (PGI2), principale 
metabolita dell'acido arachidonico generato attraverso la via ciclo-
ossigenasica (COX) nelle cellule endoteliali, media la vasodilatazione 
[100].  
Al contrario, l'endotelio può anche produrre fattori come l'endotelina 1 
(ET-1), l’angiotensina II (ang II) ed il trombossano A2 (TXA2) [101] [102] 
che inducono la vasocostrizione. 
 
3.1.2  Regolazione della permeabilità vascolare 
 
Le cellule endoteliali aderiscono l'una all'altra attraverso strutture di 
congiunzione, come le giunzioni aderenti e le giunzioni strette, formate da 
proteine di adesione transmembrana [103]. Altri tipi di giunzione, come le 
giunzione gap, permettono alle cellule di comunicare l'una con l'altra. Esse 
sono composte da connessine e da connessoni che formano canali per il 
passaggio intercellulare di ioni e di molecole a basso peso molecolare. I 
meccanismi transcellulari e paracellulari permettono alle cellule endoteliali 
di modulare il passaggio di proteine plasmatiche, cellule e sostanze 
endogene e farmaci dal sangue ai tessuti. Diverse molecole come le 
citochine infiammatorie, l'endotelina o i radicali liberi possono aumentare 




4 .  FA R M A C O C I N E T I C A D E I  F L AV O N O I D I  
 
4.1  Biodisponibilita’ orale dei flavonoidi 
 
Con il termine biodisponibilità si intende la velocità e l’entità con le 
quali una sostanza viene assorbita e diventa disponibile nel sito di azione. 
Dal momento che non è possibile la determinazione del composto attivo nel 
sito d’azione, la biodisponibilità orale può essere intesa come la 
disponibiltà sistemica dello stesso, ottenuta misurandone la concentrazione 
nel circolo ematico dopo la somministrazione orale. 
La biodisponibiltà può essere influenzata da fattori intrinseci 
all’alimento e all’organismo umano. Questi fattori vanno dall’efficienza del 
tratto digestivo, alla composizione della microflora intestinale, 
all’assorbimento intestinale, al metabolismo intestinale ed epatico, durante 
il quale possono formarsi metaboliti analoghi con attività biologica diversa 
dai composti di partenza. 
 
4.1.1  Assorbimento 
 
I flavonoidi sono generalmente poco assorbiti, largamente 
metabolizzati e rapidamente eliminati: il loro metabolismo, in genere, 
avviene attraverso una via metabolica comune [105] (Figura 12). 
La maggior parte dei flavonoidi è presente negli alimenti sotto forma 
di glicosidi che non possono essere assorbiti direttamente, ma devono 
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essere idrolizzati dagli enzimi intestinali e/o dalla microflora del colon, 
rilasciando l’aglicone che viene assorbito mediante diffusione passiva o 
facilitata [2].  
L’assorbimento a livello gastrico, invece, è più limitato, sia per la 
ridotta area di scambio, confrontata con quella dell’intestino, sia perchè a 
questo livello non avviene l'idrolisi dell'aglicone.  
 
4.1.2  Metabolismo 
 
Una volta assorbiti, i flavonoidi a livello epatico vanno incontro a 
reazioni di fase 2, che comprendono 3 tipi principali di coniugazioni: 
metilazione, solfatazione e glucuronidazione. 
Dopo essere stati coniugati, i metaboliti dei flavonoidi subiscono due 
diversi destini: 
• una parte può raggiungere mediante il circolo ematico i tessuti 
extraepatici e i reni dove vengono eliminati con le urine 
• un’altra parte può venir riversata dal fegato nella bile, che viene a 
sua volta immessa nel lume intestinale. In questo modo, essi 
raggiungono i segmenti distali dell’intestino, dove sono soggetti 
all’azione degli enzimi batterici, specialmente la β-glucuronidasi. A 
questo punto il flavonoide, non più coniugato, può venir riassorbito e 
riversato nuovamente nel circolo ematico. Questo ciclo entero-
epatico può portare ad una presenza più lunga dei flavonoidi 
all’interno dell’organismo.  
Tuttavia, le concentrazioni plasmatiche raggiunte dopo l'assunzione  




4.1.3  Eliminazione 
 
I metaboliti dei flavonoidi possono seguire due vie di escrezione: la 
via biliare o la via urinaria: i metaboliti coniugati di alcuni flavonoidi 
sono eliminati principalmente con la bile, mentre altri metaboliti coniugati, 
come i monosolfati, sono preferibilmente escreti con le urine [2].  
 
 
Figura 12: Ciclo metabolico dei flavonoidi introdotti con la dieta. 
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5 .  M E C C A N I S M I  D I  T R A S P O R T O  D E I  
F L AV O N O I D I  
 
La maggior parte dei flavonoidi ha una natura troppo idrofilica per 
attraversare le membrane cellulari mediante un meccanismo di diffusione 
passiva, ma necessita della presenza di trasportatori specifici che 
consentano il passaggio di queste sostanze dal lume intestinale al sangue e, 
da qui, ai diversi organi e tessuti. Hollman et al. hanno suggerito che il 
trasporto dei glucosidi di quercetina negli enterociti possa avvenire 
mediante il trasportatore per il glucosio Na+-dipendente (SGLT 1) [106] e 
che successivamente i glucosidi vengano idrolizzati all’interno delle cellule 
per mezzo di una β-glucosidasi citosolica [107]. 
Questi composti naturali hanno dimostrato di interagire anche con altri 
trasportatori di membrana come la bilitranslocasi e i trasportatori ABC. 
 
5.1  LA BILITRANSLOCASI 
 
La bilitranslocasi (T.C. 2.A.65.1.1) è un trasportatore di membrana di 
anioni organici situato al polo sinusoidale delle cellule epatiche e presente 
anche a livello della mucosa gastrica [108] e a livello dei tubuli renali 
[109].  
Tra i suoi substrati si possono annoverare la bilirubina, l’acido 
nicotinico, la solfobromoftaleina (BSP) [110], il Cibacron Blue e alcuni 
flavonoidi [111, 112]. 
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Nel fegato essa promuove il flusso di anioni organici dal sangue 
portale [113], mentre a livello gastrico facilita l’assorbimento di alcune 
sostanze presenti nella dieta, come l’acido nicotinico [114]. 
Dal punto di vista chimico, la bilitranslocasi si presenta come un 
peptide di massa molecolare pari a 38 kDa dopo separazione in SDS-PAGE 
in condizioni riducenti. Il suo punto isoelettrico è piuttosto alto (>9.0), ma 
la proteina è sorprendentemente solubile in acqua a concentrazioni saline 
fisiologiche [115, 116]. 
 
5.1.1  Purificazione della bili translocasi 
  
La bilitranslocasi è stata inizialmente identificata e poi purificata 
come una proteina legante la sulfobromoftaleina (BSP), un anione organico 
epatotropico che compete con la bilirubina [117], in frazioni subcellulari di 
fegato di ratto arricchite di membrana plasmatica [118].  
La dimostrazione che questo trasportatore della BSP è anche un 
carrier per la bilirubina è derivata da un esperimento in vivo realizzato 
dopo aver prodotto anticorpi policlonali contro una preparazione purificata 
di bilitranslocasi. Questi anticorpi sono stati digeriti in frammenti Fab 
iniettati nella vena porta di alcuni ratti; l’iperbilirubinemia derivata 
suggeriva un’azione inibitoria dell’anticorpo, selettiva per un trasportatore 
della bilirubina. La proteina legante la BSP è stata proposta come carrier 





5.1.2  La struttura primaria della bilitranslocasi 
 
 
Figura 13: Assetto della bilitranslocasi a livello della membrana plasmatica. 
 
La struttura primaria della bilitranslocasi è stata dedotta dalla 
sequenza nucleotidica di un cDNA [120], risultante da un vaglio 
immunologico di una genoteca di fegato di ratto in fago λgt11, espressa in 
E. coli. Il clone selezionato conteneva una sequenza di DNA ignota in 
letteratura e, purtroppo, incompleta. Applicando la tecnica RACE-PCR 
(Rapid Amplification of cDNA-Ends-Polymerase Chain Reaction), è stato 
possibile sequenziare un frammento poli-adenilato di mRNA, il cui 




questo modo, è stato possibile ricostruire la sequenza codificante l’intera 
proteina (Figura 13). 
La selezione del clone è stata effettuata per mezzo di anticorpi 
monoclonali prodotti contro una preparazione purificata di bilitranslocasi, 
che avevano dato prova di:  
 riconoscere selettivamente, in condizioni di denaturazione, un 
singolo peptide di 38 kDa presente nella membrana plasmatica di 
fegato di ratto (requisito che risulta essere essenziale per individuare 
la proteina in condizioni denaturanti, in vari saggi); 
 inibire la captazione elettrogenica della BSP in vescicole di 
membrana plasmatica di fegato di ratto. 
Figura 14 : Struttura primaria della bilitranslocasi. In alto viene riportata la 
sequenza nucleotidica della proteina (EMBL Nucleotide sequence Accession 





5.1.2.1  Il problema ceruloplasmina 
 
Dallo studio della sequenza nucleotidica e dal suo confronto con 
quella di altre proteine presenti in banca dati non emergono grosse 
omologie. Tuttavia, essa corrisponde per il 97% al filamento antisenso 
della ceruloplasmina, una proteina plasmatica sintetizzata a livello epatico 
e responsabile del trasporto plasmatico del rame [121].  
La spiegazione al problema potrebbe trovarsi in un errore di 
sequenziamento o del vaglio utilizzato per lo screening immunologico della 
bilitranslocasi. Tuttavia, esistono una serie di evidenze che confermano 
l'esistenza della bilitranslocasi e suggeriscono che la spiegazione debba 
essere ben più complessa e di difficile comprensione.  
Infatti, all’interno della sequenza nucleotidica è possibile individuare 
un segmento codificante un dominio di 19 aminoacidi che si è dimostrato 
altamente conservato in una serie di proteine, dette ficocianine, capaci di 
legare un gruppo prostetico tetrapirrolico strettamente correlato dal punto 
di vista chimico alla bilirubina [120].  
Secondariamente, a partire dalla struttura proposta, è stato possibile 
sintetizzare due anticorpi policlonali antisequenza, che si sono dimostrati 
capaci di: 
 riconoscere una proteina del peso di 38 kDa nella membrana 
plasmatica di fegato di ratto e nella mucosa gastrica di ratto [120] 
[110, 122, 123]; 
 reagire con preparazioni purificate della proteina [120]; 
 inibire il trasporto elettrogenico di BSP in vescicole di membrana 
plasmatica di fegato di ratto [120, 123]. L’azione di questo anticorpo 
è inoltre rallentata da concentrazioni crescenti di bilirubina e acido 
nicotinico [120, 123], e ciò lascia presupporre una competizione tra 
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l’anticorpo e la bilirubina per un comune sito di legame sul 
trasportatore;  
 riconoscere epitopi cellulari superficiali su epatociti primari di ratto 
[110]; 
 inibire il trasporto cellulare di BSP, bilirubina [110] e malvidina 3-
glucoside [124]. 
Queste evidenze costringono a non considerare l’omologia con la 
ceruloplasmina un semplice errore sperimentale di sequenziamento, ma un 
problema di più ampio respiro, con implicazioni teoriche e tecniche.  
 
5.1.2.2  Bilitranslocasi e analogie filogenetiche con le 
ficocianobiline 
 
L’attenta analisi della sequenza aminoacidica della proteina e il suo 
confronto con quella di altre proteine presenti in banca dati, mostra la 
presenza di un motivo costituito da 11 aminoacidi, derivato da una 
sequenza più estesa di 19, che si trova altamente conservato in una serie di 
catene α delle ficocianine [120].  
Le ficocianine sono cromoproteine presenti nei cianobatteri, nelle 
alghe rosse e nelle criptomonadi [125]. Esse portano strettamente legato un 
gruppo prostetico a struttura tetrapirrolica (ficocianobilina) strutturalmente 
connesso alla biliverdina, il precursore metabolico della bilirubina.  
Studi effettuati sulle ficocianine mediante cristallografia a raggi X, 
hanno rivelato che la sequenza conservata è in stretto contatto con il gruppo 
prostetico [126]. Tali osservazioni fanno pensare a un possibile legame 
filogenetico tra la bilitranslocasi e queste biliproteine primordiali.  
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Poiché la bilitranslocasi è una proteina di trasporto, si è ipotizzato che 
tale sequenza altamente conservata e normalmente connessa a una struttura 
tetrapirrolica, sia coinvolta nel legame e nel trasporto della bilirubina. 
 
5.1.3  Substrati della bilitranslocasi: 
 







Figura 15: Struttura chimica della bilirubina 
 
Il principale substrato della bilitranslocasi è la bilirubina (Figura 15), 
un acido tetrapirrolidincarbossilico che consiste in due unità dipirroliche 
connesse da un C10 tetraedrico. E’ un composto scarsamente solubile in 
soluzioni fisiologiche, prodotto dall’uomo in una quantità di 300 mg/die, ed 
è per l’80% un derivato del catabolismo del gruppo eme dell’emoglobina e 
per il restante 20% un derivato del catabolismo di altre emeproteine come 
ad esempio il citocromo [127]. Essa è presente solo nella forma isomerica 
IXα e si trova nel plasma quasi completamente associata all’albumina 
serica [128], che ne abbassa così la tossicità [129]. La formazione del 
complesso bilirubina-albumina è un processo reversibile, la cui costante di 
dissociazione (Kd) è sufficientemente bassa da consentire una 
Introduzione 
47 
concentrazione plasmatica di bilirubina libera tale da rientrare nei limiti di 
solubilità del pigmento in mezzo acquoso ad un pH di 7,4 [130].  
Gli epatociti hanno un sistema selettivo altamente efficiente per la 
rimozione della bilirubina non coniugata dal plasma [127]. Questo 
meccanismo prevede non solo l'azione di uno o più trasportatori, a livello 
sinusoidale, ma anche di altre proteine citoplasmatiche leganti anioni, un 
efficiente sistema di coniugazione intraepatica, la UDP-glucuronil 
trasferasi, ed un efficiente sistema di escrezione biliare. 
Nell’intento di caratterizzare i processi epatici di captazione della 
bilirubina, data l’instabilità e la lipofilia del substrato stesso, si utilizzano di 
solito sostanze anioniche strutturalmente correlate come la 
sulfobromoftaleina (BSP) e il verde di indocianina [117]. 
 
5.1.3.2  Le ftaleine   
 
 La sulfobromoftaleina  ed il blu timolo fanno parte della famiglia 
delle ftaleine e sono due substrati noti della bilitraslocasi [131]. 
1) La sulfobromoftaleina è un colorante ftaleinico, indicatore di pH, 
particolarmente utilizzato in clinica nei test di funzionalità epatica. Sulla 
base di queste proprietà, nonché della sua idrosolubilità, e per la sua 
proprietà cromofora, la sulfobromoftaleina viene utilizzata in studi di 
trasporto di membrana in sostituzione della bilirubina, per nulla 





Figura 16: Equilibrio ionico della sulfobromoftaleina e del blu timolo: sono 
rappresentate la forma fenolica (a sinistra) e quella chinonica (a destra).  
 
La struttura chimica della sulfobromoftaleina è caratterizzata da un 
anello ftaleinico tetrabromurato, due anelli fenolici, due gruppi sulfonici 
carichi negativamente (Figura 16). Uno degli anelli fenolici può rilasciare 
un protone nel mezzo e l’anione fenolato tautomerizza rapidamente nella 
conformazione para-chinonica; questo passaggio è facilmente evidenziabile 
attraverso uno spostamento dello spettro di assorbimento del composto, 
infatti il fenolo risulta essere incolore, mentre il chinone è caratteristico per 
la sua colorazione. 
E' stato dimostrato [131] che solo le specie para-chinoniche delle 
ftaleine sono trasportate dalla bilitranslocasi, mentre quella fenolica non lo 
è. La Km della sulfobromoftaleina è 5 µM. 
2) Blu timolo: presenta un anello solfoftaleinico, due anelli fenolici e 
due gruppi isopropilici. Uno degli anelli fenolici può rilasciare un protone 
nel mezzo e l’anione fenolato tautomerizza rapidamente nella 
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conformazione para-chinonica. La forma fenolica è neutra mentre quella 
chinonica è monoanionica (Figura 16). 
La forma fenolica del blu timolo è elettricamente neutra, mentre quella 
chinonica è monoanionica,  e solamente quest’ultima è trasportata dalla 
bilitranslocasi, con una Km=21 µM. 
I requisiti molecolari necessari per il riconoscimento ed il trasporto di 
questi substrati sono quindi: un sistema di anelli aromatici quasi planare, 
una porzione para-chinonica e almeno un gruppo carico negativamente 
[131]. 
 
5.1.3.3  L’acido nicotinico 
 
E’ il precursore della vitamina PP ed anche il più piccolo ligando della 
bilitranslocasi [114]. Confrontato con gli altri ligandi della proteina, può 
essere considerato quello con i requisiti strutturali minimi necessari al 
riconoscimento da parte del trasportatore: un anello aromatico eterociclico 
e un anione carbossilato. La Ki per l'acido nicotinico è pari a 11 nM, indice 






Figura 17: Struttura chimica dell’acido nicotinico. 
 
5.1.3.4  Gli antociani 
 
Come abbiamo detto precedentemente, gli antociani sono una classe di 
flavonoidi presenti nelle varietà di frutta rossa, nell’uva e nei vini [133]. 
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Nelle piante gli antociani si trovano quasi completamente come 3-O-
glucosidi o 3,5-O-diglucosidi, mentre gli agliconi sono presenti in minima 
quantità [9]. Il legame glucosidico è abbastanza stabile ed infatti anche 
nella maggior parte delle preparazioni alimentari gli agliconi si trovano in 
quantità trascurabili.  
Solo di recente è stata notata la somiglianza di questi composti con le 
ftaleine; con estremo interesse quindi, si è iniziato a pensare agli antociani 
come possibili substrati della bilitranslocasi. Per verificare un’eventuale 
interazione degli antociani con la bilitranslocasi, sono stati selezionati e 
testati degli agliconi, dei monoglucosidi e dei diglucosidi.  
Molti di essi, in test effettuati in vitro, agiscono come inibitori 
competitivi del trasporto elettrogenico della BSP in vescicole di fegato di 
ratto e presentano una Ki tra i 2-20 µM .  
I mono e diglucosidi si sono dimostrati i ligandi migliori, si è 
ipotizzato, dunque, che fosse proprio l’anello piranosico ad avere un ruolo 
importante nel legame. A conferma di ciò, si è osservato anche che minime 
variazioni su questo anello, ed in particolare in posizione C4-C5, 
modificano il tipo di interazione con la bilitraslocasi, promuovendo il 
passaggio da un’inibizione competitiva ad una non competitiva. Solamente 
un composto, probabilmente per motivi di ingombro sterico, non 

















































Figura 18: Struttura chimica di base degli antociani. 
Pelargonidina R1=H R2=H, Cianidina R1=OH R2=H, Delfinidina R1=OH 
R2=OH, Peonidina R1=OCH3 R2=H, Petunidina R1=OCH3 R2=OH, Malvidina 
R1=OCH3 R2=OCH3 
 
5.1.3.5  La quercetina 
 
La quercetina è un flavonoide, appartenente alla classe dei flavonoli.  
Questa molecola è anche largamente contenuta nella frutta e verdura 
(mele, cipolle), ed, essendo un cromoforo giallo, ed è responsabile del 
colore di molte foglie. 
 
Figura 19: Struttura chimica della quercetina. 
 
Le sue proprietà antiossidanti, anti-istaminiche, anti-neoplastiche, 
anti-infiammatorie, nonchè le sue azioni protettive nei confronti delle 
malattie neurodegenerative e cardio-vascolari sono al centro di numerose 
ricerche scientifiche [134].  
Il meccanismo di trasporto della quercetina, come anche dei 
flavonoidi in genere, è scarsamente conosciuto. Recenti studi di inibizione 
competitiva dell’attività di trasporto della bilitranslocasi in vescicole di 
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membrana plasmatica di fegato di ratto hanno indicato che la quercetina è 
un inibitore competitivo di questo trasportatore (Ki=21,1 µM) [112].  
La quercetina assorbe nel campo del visibile a λ=380 nm e quindi 
risulta un composto particolarmente adatto all’analisi spettrofotometrica.  
 
5.1.4  Ruolo fisiologico della bilitranslocasi come  
trasportatore di flavonoidi   
 
Nel fegato 
I flavonoidi presenti nei cibi, inclusi quelli glicosilati, e ritrovati nel 
plasma dopo l’assorbimento orale, possono venir trasportati anche a livello 
della membrana plasmatica basolaterale del fegato mediante trasportatori 
specifici, tra cui la bilitranslocasi [111, 112, 124]. Nel fegato, questi 
composti possono esercitare una funzione protettiva nei confronti di danni 
arrecati dai radicali dell’ossigeno [135, 136].  
Nel tratto gastrointestinale 
L’assorbimento gastrointestinale dei flavonoidi è stato a lungo 
considerato trascurabile a causa della loro coniugazione con una o più unità 
zuccherine. In realtà, sia gli agliconi [137], che i flavonoidi glicosilati, 
vengono asssorbiti dal piccolo intestino [13] ed è quindi possibile che 
entrino in circolo, seppur con un meccanismo che è ancora oggetto di 
discussione.  
Studi in vivo nel ratto hanno dimostrato che la bilitranslocasi media 
il trasporto degli antociani a livello gastrico [138]. In questo modo, gli 
antociani così assorbiti, potrebbero esercitare i loro effetti protettivi verso i 
danni ossidativi, indotti da composti presenti nella dieta, anche a questo 




In quest’organo la bilitranslocasi è espressa a livello della membrana 
basolaterale dei tubuli contorti prossimali e distali [109]. Essa sembra 
promuovere il trasporto di antociani dal sangue dei capillari peri-tubulari 
alle cellule tubulari [140], la prima tappa dell’escrezione urinaria di anioni 
organici. La seconda tappa è il trasporto dalla cellula tubulare al lume del 
tubulo, che richiede l’azione di altri trasportatori, forse della superfamiglia 
delle proteine ABC [141]. Queste osservazioni fanno ritenere che la 




5.1.5  Gli anticorpi anti -sequenza anti-bi l itranslocasi 
 
Nello studio di trasporto della bilitranslocasi sono stati utilizzati degli 
anticorpi specifici anti-bilitranslocasi. Entrambi sono anticorpi anti-
sequenza ottenuti immunizzando conigli con peptidi sintetici, 
corrispondenti alle sequenze 65-75 e 235-246 della struttura primaria della 
proteina. 
 
5.1.5.1  Anticorpo policlonale anti -seqenza 65-75 
 
Dalla sequenza oligonucleotidica della bilitranslocasi è stata ricavata 
la struttura primaria della stessa, se ne è selezionata una sequenza 
aminoacidica e, immunizzando tre conigli, si è ottenuto un anticorpo 

















65 EDSQGQHLSSF 75 
glu-asp-ser-gln-gly-gln-his-leu-der-ser-phe 
 
L’anticorpo e’ specifico per la bilitranslocasi e presenta le seguenti 
caratteristiche: 
• Dà reazione positiva con proteine derivate dal clone selezionato. 
• Lega un'unica proteina di 38 kDa nella membrana plasmatica di 
fegato di ratto. 
• Reagisce con la proteina purificata. 
• Inibisce l’attività di trasporto elettrogenico nelle vescicole di 
membrana plasmatica di fegato di ratto. 
• E’ visualizzabile sulla superficie cellulare. 
 
5.1.5.2  Anticorpo policlonale antisequenza 235-246 
 
L’anticorpo selezionato è stato ottenuto immunizzando un coniglio 
con un peptide di sequenza 235-EFTYQLTSSPTC-246 che corrisponde a 
circa il 50% della porzione extracellulare della proteina. 
 
235 EFTYQLTSSPTC 246 
glu-phe-thr-tyr-gln-leu-thr-ser-ser-pro-thr-cys 
 
Secondo il modello della bilitranslocasi (Figura 12), il poro di 
trasporto sarebbe localizzato tra la II e la III α-elica trans-membrana. 
Entrambe le sequenze scelte per produrre i due anticorpi, sono localizzate 
immediatamente in prossimità della II e della III α-elica trans-membrana 
ed in particolare presso l’apertura del poro di trasporto, dove possono 
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5.2  LE PROTEINE ABC 
 
La superfamiglia dei trasportatori ABC (ATP-Binding-Cassette) 
comprende numerose proteine transmembrana che utilizzano l’energia 
liberata dall’idrolisi dell’ATP per trasportare molecole contro gradiente. 
Queste proteine hanno in comune 2 domini transmembrana (TMD: Trans-
Membrane Domain), ciascuno costituito da 6 eliche transmembrana e 2 siti 
citoplasmatici in grado di legare l’ATP (ABC: ATP-Binding-Cassette) 
(Figura 21): negli emi-trasportatori, come la BCRP, invece, è presente un 















Alcuni componenti di questa superfamiglia, tra cui principalmente la 
P-glicoproteina, ma anche le proteine Multidrug Resistance-related Protein 
1 e 2 (MRP1 e MRP2) e la proteina Breast Cancer Resistance-related 
Protein (BCRP) sono responsabili del fenomeno della resistenza 
pleiotropica (Multi-Drug Resistance, MDR) delle cellule tumorali nei 
confronti dei diversi farmaci antineoplastici, che rappresenta uno dei 
maggiori problemi della terapia antitumorale [142]. Queste proteine, infatti, 
attraverso un meccanismo attivo, sono in grado di estrudere numerosi 
farmaci antineoplastici al di fuori delle cellule, riducendone le 
concentrazioni intracellulare e vanificandone l’effetto terapeutico [143].  
Le proteine ABC, oltre ad essere over-espresse in cellule tumorali, 
sono espresse anche in tessuti normali, come il fegato, il tubulo renale 
prossimale, l’intestino, la superficie endoteliale della barriera emato-
encefalica [144]. Nei tessuti normali queste proteine hanno un ruolo 
fisiologico di trasportatori di numerose sostanze sia endogene che esogene 
e rappresentano un meccanismo di protezione delle cellule da xenobiotici e 
composti tossici [145]. Tra i numerosi substrati di queste proteine si 
annoverano anche diversi flavonoidi [146], le cui concentrazioni 
intracellulari dipendono dall'attività di questi trasportatori.  
I flavonoidi, non solo vengono trasportati da queste proteine, ma sono 
anche in grado di interagire con queste pompe ATPasiche modulandone 
l’attività, in particolare con la P-glicoproteina, con le proteine MRP1 e 
MRP2 e con la proteina BCRP [147]. Questa interazione potrebbe risultare 
utile nella terapia antineoplastica, dal momento che i flavonoidi, agendo da 
inibitori e modulatori delle pompe di estrusione dei farmaci antitumorali, 
potrebbero permettere un aumento delle concentrazioni di questi farmaci 
all’interno delle cellule neoplastiche, con un conseguente aumento della 















Figura 23: Espressione delle Proteine ABC nell’organismo. 
 
 
5.2.1  P-glicoproteina (P-gp) ABCB1 
 
La P-glicoproteina (ABCB1) (identificata anche con le sigle P-gp o 
Pgp-170), dove P sta per “permeabilità”, è il trasportatore attivo meglio 
conosciuto della superfamiglia ABC. Le Pgp sono nell’uomo una piccola 
famiglia multigenica comprendente due geni strettamente correlati (MDR1 
e MDR2), mentre sono codificate da tre geni nei roditori (mdr1a, mdr1b e 
mdr2); solo i geni MDR1 e mdr1a e 1b però conferiscono resistenza agli 
xenobiotici, mentre gli altri geni non sono associati al fenomeno della 
Multi Drug Resistance [149, 150].  
La P-gp è una proteina di 1280 aminoacidi con un peso molecolare di 
170 kDa, costituita da 2 segmenti omologhi, ciascuno formato da 6 domini 





Figura 24: Struttura tridimensionale della P-glicoproteina. 
 
Oltre ad essere iper-espressa nei tessuti tumorali che manifestano 
farmaco-resistenza, questa proteina è fisiologicamente presente anche in 
tessuti normali come: il fegato, i reni, la placenta, la barriera 
ematoliquorale e l’endotelio vascolare [152].  
Sono substrati della P-glicoproteina un numero rilevante di sostanze, 
in genere molecole idrofobiche, cariche positivamente e con un peso 
molecolare trai 200 e i 900 kDa. I principali substrati sono numerosi 
farmaci anti-neoplastici, (come le antracicline, gli alcaloidi della Vinca, i 
tassani) [153], ma anche farmaci cardiovascolari, come il verapamil, la 
chinidina e la digossina [154], inibitori delle proteasi del virus HIV [155], 
immunosopressori, come la ciclosporina [156], steroidi, come il 
desametasone [157]. 
Numerosi studi hanno messo in luce l’interazione della P-gp, con 
flavonoidi come la quercetina, il kampferolo, la galangina [158]. 
Sembrerebbe, infatti, che gli agliconi dei flavonoidi interagiscano e 
vengano trasportati da questa proteina, funzionando da modulatori della sua 




5.2.2  Multidrug Resistance related Protein 1  (MRP1)  
ABCC1 
 
MRP1 (ABCC1) è un trasportatore di membrana con un peso 
molecolare di 190 kDa [160]. Questa proteina presenta la classica struttura 
dei trasportatori ABC, costituita da 12 domini transmembrana e 2 siti di 
legame per l’ATP, a cui, in questo caso, si aggiunge un segmento N-
terminale formato da 5 domini transmembrana (Figura 25) [142, 144]. 
Contrariamente alla P-gp, la proteina MRP1 è principalmente un 
trasportatore di anioni organici e media il trasporto di molecole coniugate 
al glutatione, all’acido glucuronico o al solfato [161], utilizzando l’energia 
derivata dall’idrolisi dell’ATP. 
 
Figura 25 : Struttura della proteina MRP1. 
 
Anche MRP1 può essere iper-espressa in alcune cellule tumorali e 
rappresenta un importante meccanismo responsabile del fenomeno della 
farmaco resistenza [162, 163]. 
Questa proteina è distribuita anche in diversi tessuti normali, tra cui il 
fegato, l’intestino, i plessi coroidei e la barriera ematoencefalica [144]. 
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I primi studi che hanno riportato l’interazione dei flavonoidi con 
questa proteina risalgono agli anni ’90 [164, 165], in cui era stato 
dimostrato che composti come la quercetina e la genisteina interagivano 
con questa proteina. Recentemente, questi studi sono stati ampliati e hanno 
evidenziato come altre classi di flavonoidi, tra cui la silimarina, il 
kampferolo e la naringenina, sono in grado legare questo trasportatore, 
modulandone l’attività [166, 167]. 
 
5.2.3  Multidrug Resistance related Protein 2  (MRP2)  
ABCC2 
 
MRP2 e’ un altro membro della famiglia delle proteine associate alla 
multi-resistenza. Essa presenta un’omologia strutturale del 49% con la 
proteina MRP1 (Figura 26) [142], con cui condivide una simile specificità 
di substrato. 
Anche MRP2 può essere iper-espressa in alcuni tessuti neoplastici 
[168], mentre nei tessuti normali è localizzata quasi esclusivamente negli 
epatociti, nelle cellule intestinali e nelle cellule del tubulo renale prossimale 
[161, 169]. A questi livelli, la sua funzione principale è quella di facilitare 
l’escrezione biliare e renale di suoi substrati. Più recentemente è stata 
identificata anche a livello dell’endotelio della superficie cerebrale [170], 


















Figura 26: Struttura della proteina MRP2. 
 
Diversi flavonoidi, tra cui la quercetina e la miricetina sono trasportati 
anche da questa proteina [172-174]; alcuni di questi agiscono anche come 
inibitori del trasporto di vari substrati [166].  
 
5.2.4  Breast Cancer Resistance related Protein (BCRP)  
ABCG2 
 
BCRP (ABCG2) è una proteina di 72 kDa identificata come il 
membro più recente della superfamiglia dei trasportatori ABC [175]. 
A differenza della struttura classica con 12 domini transmembrana, la 
BCRP è costituita solamente da 6 domini transmembrana e da un solo 
dominio di legame con l’ATP, per questo motivo viene considerata un emi-




Figura 27: Struttura della proteina BCRP. 
 
La proteina è espressa in vari tessuti tumorali e fisiologicamente 
presenta una distribuzione molto simile a quella della P-glicoproteina: è 
particolarmente abbondante nella membrana apicale del sincizio trofoblasto 
placentare, nei canalicoli epatici, a livello della membrana apicale 
intestinale e nell’endotelio dei capillari della barriera ematoencefalica [177-
179]. 
I substrati di questa proteina sono per lo più farmaci antineoplastici, 
come il metotressato, l’etoposide, e gli inibitori della retrotrascrittasi 
inversa del virus HIV. 
Numerosi studi hanno messo in luce l’interazione dei flavonoidi con 
BCRP. Sembra, infatti, che diverse classi di flavonoidi agiscano da 
substrati di questo trasportatore, modulandone l’attività [180, 181]  . 
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6 .  S C O P O  D E L L A T E S I  
 
I flavonoidi sono composti organici che costituiscono uno dei più 
numerosi ed eterogenei gruppi di metaboliti secondari delle cellule vegetali 
[4]. Essi sono presenti in numerose piante commestibili e quindi 
rappresentano una parte integrante dell’alimentazione umana [2]. Le loro 
proprietà biologiche hanno suscitato un grande interesse scientifico, in 
quanto numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato che una dieta ricca 
di flavonoidi può avere un ruolo rilevante nella prevenzione di diverse 
patologie cardiovascolari, come l’aterosclerosi [50, 182-185]. 
L’endotelio vascolare ha un ruolo fondamentale nel mantenimento 
dell’ omeostasi vascolare, inoltre esso rappresenta il tessuto che viene in 
contatto con un gran numero di molecole circolanti nel sangue. Le cellule 
endoteliali sono in grado di compiere le loro funzioni fisiologiche solo se 
integre, cioè se viene mantenuto un equilibrio tra i fattori che inducono la 
vasodilatazione e i fattori che causano la vasocostrizione. Un’alterazione a 
livello endoteliale, in particolare se cronica, può portare alla comparsa di 
lesioni arteriosclerotiche [186]. 
Risulta di grande interesse, pertanto, lo studio dell’assunzione di 
sostanze naturali in grado di prevenire l’insorgenza di malattie come 
l’aterosclerosi. 
Le proprietà biologiche di questi composti naturali sono state oggetto 
di numerosi studi, ma ancora oggi il meccanismo che spiega l’entrata di 
queste sostanze all’interno delle cellule, ed in particolare, nelle cellule 
endoteliali, rimane poco conosciuto [187]. 
La maggior parte dei flavonoidi sono presenti negli alimenti in forma 
glicosilata. Questa caratteristica influenza le proprietà chimiche, fisiche e 
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biologiche di queste molecole: infatti i flavonoidi glicosilati sono molecole 
altamente idrofiliche, pertanto non possono attraversare le membrane 
biologiche se non attraverso specifici trasportatori di membrana 
Numerosi esperimenti hanno evidenziato l’interazione dei flavonoidi con 
alcune proteine di membrana, tra queste la bilitranslocasi, che ha 
dimostrato di mediare il trasporto della quercetina, un flavonolo, e di alcuni 
tipi di antociani, una classe di flavonoidi contenuta soprattutto nel vino e 
nella frutta rossa [111].  
Un’analisi immunocitochimica di cellule endoteliali vascolari 
HUVEC risultava chiaramente positiva al riconoscimento con anticorpi 
anti-sequenza anti-bilitranslocasi (dati non pubblicati). Queste osservazioni 
hanno promosso lo studio dell’espressione e della funzione della 
bilitranslocasi nel trasporto di flavonoidi nell’endotelio vascolare. 
Numerosi studi hanno, inoltre, evidenziato l’interazione dei flavonoidi 
con alcuni componenti della superfamiglia delle proteine ABC (ATP-
Binding Cassette), tra cui la proteina P-glicoproteina (ABCB1), la proteina 
MRP1 (Multi-Drug Resistance related Protein 1) (ABCC1), la proteina 
MRP2 (Multi-Drug Resistance related Protein 2) (ABCC2), e la proteina 
BCRP (Breast Cancer Resistance related protein) (ABCG2) [147]. Queste 
proteine, mediante un meccanismo energia–dipendente, che sfrutta 
l’idrolisi dell’ATP, funzionano da pompe di estrusione dei loro substrati 
(sia composti endogeni che esogeni) dall’interno verso l’esterno delle 
cellule, riducendone la concentrazione intracellulare, e, di conseguenza, i 
loro effetti biologici [143] 
Lo scopo della ricerca è stato quello di studiare l’espressione della 
bilitranslocasi, come trasportatore in entrata dei flavonoidi a livello delle 
cellule endoteliali, e di studiare anche l’espressione delle proteine ABC ed 
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il loro possibile ruolo nel trasporto dei flavonoidi al di fuori delle cellule 
dell’endotelio  
Sono stati impiegati e caratterizzati diversi modelli di cellule 
endoteliali. Inizialmente, è stata analizzata la linea stabilizzata umana Ea.hy 
926, che esprime un fenotipo endoteliale, derivata dalla fusione delle 
cellule HUVEC (Human Umbelical Vein Endotelial Cell) con la linea 
cellulare A549 di carcinoma polmonare.  
Successivamente, si è voluto mettere a punto un metodo di isolamento 
di cellule endoteliali primarie da aorta di ratto, sulle quali studiare 
l’espressione e la funzione delle proteine trasportatrici, confrontando i 
risultati con quelli ottenuti nel modello di cellule stabilizzate Ea.hy 926. 
Infine, i dati sono stati paragonati a quelli ottenuti anche in cellule 
primarie di aorta umana, fornite commercialmente. 
L’utilizzo di varie tecniche immunochimiche ha permesso di valutare 
l’espressione delle proteine trasportatrici di membrana nei diversi tipi 
cellulari. 
Infine, per studiare il trasporto dei flavonoidi nei diversi tipi di cellule 
endoteliali, è stato adattato a queste cellule un saggio spettrofotometrico di 
uptake della quercetina, che sfrutta le sue proprietà cromofore, [110, 124]. 
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7 .  M AT E R I A L I  E  M E T O D I   
 
7.1  MODELLI DI CELLULE ENDOTELIALI  
7.1.1  La linea cellulare  Ea.hy 926 
 
Come modello sperimentale riproducibile a lungo nel tempo, è stata 
utilizzata la linea stabilizzata umana Ea.hy 926, che deriva dalla fusione 
delle cellule HUVEC (Human Umbelical Vein Endothelial Cells) con la 
linea cellulare di carcinoma polmonare umano A549 [188] (fornite 
gentilmente dal dott. A. Boccarelli, dipartimento di Scienze Biomediche e 
Oncologia Umana, Università di Bari). 
Questa linea ha la capacità di crescere in vitro dando luogo a colture 
aderenti monostratificate. Le cellule hanno una morfologia fusiforme e un 
tempo di replicazione di circa ventiquattro ore. 
Per mantenere la linea in coltura si effettuano passaggi bisettimanali, 
in terreno di crescita Dubecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(Sigma-Aldrich, Milano, Italy), addizionato con il 10% di siero fetale 
bovino (FBS), 100 U/ml di penicillina e 100 µg/ml di streptomicina. Le 
cellule vengono coltivate in termostato a 37 °C in un’atmosfera umidificata 
con il 95% di aria e 5% di CO2. Le colture vengono tripsinizzate circa ogni 
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7.1.2  Cellule endoteliali  primarie umane HAoEC-c  
(Human Aortic Endothelial Cells, Derived from 
Aorta) 
 
Le cellule endoteliali primarie da aorta umana HAoEC-c, fornite dalla 
ditta Promocell GmbH (Heidelberg, Germany) (Cat. N. C-12271), sono 
ottenute da tessuto umano normale tramite chirurgia. Le cellule vengono 
fornite congelate in serum-free freezing medium (Cryo-SFM) ad una 
concentrazione di 500.000 cells/ 25 cm2 . 
Le cellule vengono mantenute in coltura utilizzando il PromoCell 
Endothelial Cell Growth Medium, contenente: ECGS/H 0,4%, siero bovino 
fetale 2%, fattore di crescita epidermale 0,1 ng/ml, idrocortisone 1 µg/ml, 
fattore di base dei fibroblasti 1 ng/ml. Il terreno deve essere protetto dalla 
luce, conservato a 4 °C fino ad un massimo di 6 settimane. 
Per questo tipo di cellule ogni passaggio per ottenere le sottocolture 
deve essere effettuato a temperatura ambiente, non a 37°C. Le cellule in 
monostrato vengono dapprima lavate con 5 mL di una soluzione di 
HepesBSS e incubate a temperatura ambiente con la Trypsin/Edta solution 
100 µl/cm2  (Detach Kit: 0,04%/0,03%; Detach Kit 2: 0,025%/0,01%). Il 
distacco delle cellule viene visualizzato al microscopio: non appena almeno 
l’80% delle cellule risulta rimosso dalla flask, si aggiunge la soluzione di 
neutralizzazione della tripsina (TNS) (0,05%) sempre a temperatura 
ambiente. La sospensione cellulare così ottenuta, viene centrifugata a 220 
rcf per 4 minuti a temperatura ambiente. E’ importante che durante la 
centrifugazione venga mantenuta una temperatura tra i 20-25°C, in quanto 
temperature inferiori potrebbero compromettere la vitalità cellulare.  
Dopo la centrifugazione, il surnatante viene eliminato ed il pellet 
ottenuto viene risospeso in 2 ml di terreno di crescita. Si procede alla conta 
6. Materiali e Metodi 
72 
cellulare mediante camera di Burker con il test del Trypan Blue e si semina 
la quantità di cellule desiderata in flask da 25 o 75 cm2..  
Le cellule vengono, poi, mantenute a 37 °C, in un’atmosfera 
umidificata con il 95% di aria e il 5% di CO2 e il terreno di crescita viene 
cambiato ogni 2 giorni. 
 
7.1.3  Cellule Primarie  di  Aorta di  Ratto 
 
7.1.3.1   Il  matrigel e l’ECGS (Endothelial Cells Growth 
Supplement) 
 
Le cellule endoteliali in vivo si trovano strettamente adese a 
macromolecole extracellulari che costituiscono la matrice subendoteliale, 
che include molecole della membrana basale, come la laminina e il 
collagene di tipo IV. Dal momento che le cellule endoteliali di aorta sono 
estremamente resistenti all’azione della tripsina e di altri enzimi, che si 
utilizzano comunemente per isolare cellule primarie, è stato necessario 
ricorrere ad una tecnica alternativa. 
Per l'isolamento di queste cellule è stato utilizzato un particolare 
substrato di crescita, il matrigel, sul quale numerose cellule in coltura sono 
in grado di aderire ed espandersi. Il matrigel (Matrigel™ Basement 
Membrane Matrix BD Biosciences) è una membrana basale solubilizzata, 
estratta dal sarcoma di topo Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), che è un 
tumore ricco di proteine della matrice extracellulare [189]. Il componente 
presente in maggiore quantità nel matrigel è la laminina, seguita dal 
collagene di tipo IV, dai proteoglicani eparan-solfati e dalle glicoproteine 
entactina e nidogeno. Inoltre, sono contenuti anche il fattore di crescita 
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tumorale β (TGF- β), il fattore di crescita dei fibroblasti, che agisce da 
mitogeno anche per le cellule endoteliali [190], l’attivatore del 
plasminogeno tissutale ed altri fattori di crescita tipicamente presenti nel 
tumore EHS. L’utilizzo del matrigel permette l’adesione e la 
differenziazione di diversi tipi cellulari, sia normali che tumorali, tra i 
quali: neuroni, oligodendrociti, epatociti, cellule del Sertoli, cellule di 
melanoma, cellule della tiroide e cellule endoteliali vascolari [191]. 
Una particolare caratteristica del matrigel è che si trova allo stato 
liquido alla temperatura di 4 °C, mentre a temperature più elevate esso si 
solidifica rapidamente gelificando. La liquefazione è lenta e richiede 24-48 
ore in frigorifero. Il matrigel può essere utilizzato puro come uno strato 
sottile di gel (0.5 mm di spessore equivalenti a circa 5 µL di matrigel per 
centimetro quadrato della superficie di crescita) su cui le cellule si 
espandono in superficie, o in uno strato spesso (150-200 µL per centimetro 
quadrato di superficie di crescita), sempre di prodotto puro, che forma una 
matrice tridimensionale in cui si sviluppa la coltura cellulare. Infine, il 
matrigel è utilizzabile anche diluito con il terreno di crescita privo di siero. 
In questo caso il matrigel è stato diluito con il Dulbecco’s Modified 
Eagle’s Medium (DMEM) privo di siero, addizionato con il 4% di 
penicillina/streptomicina (100 U/mL), il 4% di amfotericina B e l’1% di 
aminoacidi non essenziali. 
Per trovare la condizione migliore, sono state effettuate alcune prove 
preliminari adoperando il matrigel puro, diluito al 50% e al 25%. Poiché 
non si sono riscontrate significative differenze nella crescita cellulare, si è 
optato per l’uso del matrigel diluito alla concentrazione del 25% con il 
terreno sopra menzionato. 
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Sono state utlizzate piastre per colture cellulari da 24 pozzetti 
(Corning, NY 14831, USA) e i pozzetti di 16 millimetri di diametro sono 
stati ricoperti con un volume di 330 µL del matrigel così diluito.  
Per le particolari caratteristiche del prodotto, ovvero la tendenza del 
matrigel a gelificare, tutta la procedura è stata effettuata a 4 °C, utilizzando 
anche materiale plastico precedentemente raffreddato in frigo. Le piastre 
ricoperte di matrigel, sono state successivamente incubate a 37 °C per 1 
ora, al fine di permetterne un’adeguata gelificazione. 
Le cellule endoteliali primarie una volta isolate sono state coltivate in 
terreno di crescita Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 
contenente il 12,5% di siero fetale bovino (FBS), il 2% di 
penicillina/streptomicina, l’1% di amfotericina B e l’1% di aminoacidi non 
essenziali, addizionato sempre con l’1% di Endothelial Cell Growth 
Supplement (ECGS)  [192]. L’ECGS è estratto dal tessuto neurale bovino 
e contiene fattori che promuovono la crescita delle cellule endoteliali dei 
mammiferi.  
Tutti i prodotti utilizzati per le colture cellulari sono della ditta Sigma-
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7.1.3.2  Procedure di espianto  
 
Sono stati utilizzati ratti Wistar (200-400 g), di sesso maschile, 
allevati presso lo stabulario dell’Università di Trieste, stabulati ad una 
temperatura di 20 °C con un ciclo luce/buio di 12 ore e libero accesso 
all’acqua e al cibo in accordo con i provvedimenti del Direttivo della 
Comunità Europea (n.86/609/CEE) ed i provvedimenti italiani D.L.vo. 
116/92) [193]. 
Gli animali sono stati anestetizzati con l’etere e sacrificati. Il torace è 
stato aperto, utilizzando esclusivamente strumenti chirurgici sterili, e i 
polmoni sono stati asportati, lasciandoli preferibilmente intatti, in modo da 
ridurre i rischi di inquinamento. Di seguito, sono state rimosse la vena cava 
superiore ed inferiore per liberare il cuore con l’aorta. L’arteria è stata 
recisa sotto al diaframma e nella zona dell’arco, e posta in una piastra Petri 
contenente D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Sigma-Aldrich, 
Milano, Italy) sterile a 4 °C. 
L'aorta, ripulita accuratamente dall'abbondante tessuto connettivo e 
adiposo che la avvolge, è stata aperta longitudinalmente; la tonaca media e 
la tonaca avventizia state raschiate con la lama di un bisturi, in modo da 
isolare esclusivamente la tonaca intima, contenente l’endotelio e la matrice 
basale endoteliale. Questo passaggio si è rivelato particolarmente 
importante, infatti una procedura di ripulitura non completa può portare ad 
ottenere una coltura cellulare mista, contenente, oltre alle cellule 
endoteliali, anche altre cellule, presumibilmente fibroblasti o cellule 
muscolari lisce. 
La tonaca intima è stata quindi tagliata in frammenti di circa 3 mm2 
che sono stati trasferiti con la superficie delle cellule endoteliali rivolta 
verso il basso in pozzetti da 16 millimetri di diametro, precedentemente 
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ricoperti di matrigel. Da un’aorta si ottengono circa una dozzina di 
frammenti, che vengono inseriti uno per pozzetto. In seguito, ad ogni 
pozzetto sono stati aggiunti 0.5 mL di terreno di crescita e la piastra è stata 
incubata a 37 °C in atmosfera contenente il 95% di aria e il 5% di CO2. 
Dopo 4-5 ore sono stati aggiunti ulteriori 0.5 mL di terreno di crescita ad 
ogni pozzetto. 
 
7.1.3.3  Dall’espianto alla coltura vera e  propria 
 
Il terreno è stato cambiato ogni 2 giorni, anche se non completamente: 
circa 200 µL di terreno venivano, infatti, lasciati nei pozzetti per la 
possibile presenza di fattori trofici prodotti dalle cellule. 
Dopo un paio di giorni comparivano, a partire dal frammento di aorta, 
dei reticoli lassi di cellule allungate, che si diramavano nel matrigel. Dopo 
5-6 giorni era possibile osservare al microscopio numerose cellule 
endoteliali dalla tipica struttura fusiforme aderenti alla matrice. 
Il settimo giorno dall’espianto il frammento d’aorta veniva rimosso, 
onde evitare che altri tipi cellulari migrassero nel matrigel. Tra l’ottavo e il 
dodicesimo giorno dall’espianto le cellule raggiungevano la confluenza e 
venivano trattate con l’enzima dispasi (Gibco™). 
La dispasi è una metallo proteasi neutra, più precisamente un’amino-
endo peptidasi, prodotta da un batterio, il Bacillus polymyxa, che è in grado 
di staccare le cellule dal matrigel. La proteina viene fornita liofilizzata, 
opportunamente diluita in D-PBS (privo di calcio e magnesio) alla 
concentrazione finale di 0.02 g/mL, e sterilizzata per filtrazione. 
Il terreno veniva rimosso e le piastre incubate per 90 minuti a 37°C 
con 1 mL della soluzione di dispasi e, alla fine dell’incubazione l'enzima 
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veniva inattivato con 1 mL di terreno di crescita [192]. Successivamente la 
sospensione cellulare così ottenuta era raccolta e centrifugata a 140 rcf per 
5 minuti; il surnatante veniva aspirato e il pellet risospeso in 5 mL di 
terreno completo per un’ulteriore centrifugazione alle stesse condizioni. A 
questo punto il pellet veniva risospeso nel terreno di crescita e le cellule 
seminate in piastre da 35 mm. La procedura è stata applicata separatamente 
per ogni. 
Alle cellule così ottenute il terreno veniva cambiato ogni 2 giorni. Una 
volta raggiunta la confluenza, si effettuavano subcolture delle cellule 
endoteliali mediante semplice tripsinizzazione con una soluzione di 
tripsina/EDTA 0.1mM, e le cellule così ottenute venivano coltivate per 
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7.1.3.4  Identificazione delle cellule endoteliali  espiantate  
con il  test Dil-Acil-LDL 
 
Al fine di identificare le cellule isolate come cellule endoteliali, è stato 
impiegato il saggio di uptake con le Dil-Acil-LDL [194].  
Secondo quanto dimostrato da Voyta et al. (1984), le cellule 
endoteliali dell’aorta sono in grado di internalizzare e degradare le LDL 
acetilate e, di conseguenza le LDL acetilate legate ad un cromoforo (Dil-
Acil-LDL), molto più rapidamente ed efficacemente (dalle 7 alle 15 volte) 
rispetto ad altri tipi di cellule, come le cellule muscolari lisce. L’utilizzo 
delle Dil-Acil-LDL rappresenta, pertanto, un efficace metodo di 
identificazione di cellule endoteliali. 
Le Dil-Acil-LDL, fornite dalla ditta Biomedical Technologies Inc., 
sono lipoproteine a bassa densità acetilate (Acetilated Low-Density-
Lipoprotein), legate ad un cromoforo, il 1,1’dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate.  
Il saggio è stato allestito in questo modo: le cellule endoteliali 
primarie di ratto, la linea cellulare Ea.hy 926, che rappresenta il controllo 
positivo, e le cellule muscolari lisce, il controllo negativo, sono state 
seminate su vetrini sterili alla concentrazione di 35.000 cellule in pozzetti 
da 35 mm di diametro.  
La soluzione di Dil-Acil-LDL è stata diluita in terreno di coltura, fino 
ad ottenere una concentrazione finale di 10 µg/mL. 
Sono stati effettuati i seguenti passaggi: 
- è stato rimosso il terreno di coltura dai pozzetti; 
- ai pozzetti è stato aggiunto 1 mL della soluzione contenente le Dil-
Acil-LDL e le cellule incubate per 4 ore a 37 °C; 
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- trascorso il tempo di incubazione, la soluzione è stata rimossa e le 
cellule lavate con terreno di coltura normale per 10 minuti, sempre a 
37 °C;  
- successivamente, il mezzo è stato aspirato e le cellule sono state  
lavate 3 volte con D-PBS; 
- dopo i lavaggi, le cellule sono state fissate in paraformaldeide 3% 
per 20 minuti a temperatura ambiente; 
- infine, le cellule fissate sono state lavate con acqua distillata a 
temperatura ambiente per 5 secondi; 
- i vetrini sono stati montati su vetrini porta oggetto, aggiungendo una 
goccia di soluzione costituita dal 90% di glicerolo e dal 10% di D-
PBS. 
A questo punto le cellule sono state osservate al microscopio a 
epifluorescenza (Leica Stereoscan 430i), dotato di una lampada al 
tungsteno per la visualizzazione in campo chiaro e di una lampada al 
mercurio per l’osservazione in epifluorescenza. E’ stato utilizzato un filtro 
corretto per la rodamina e le cellule sono state visualizzate con un 
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7.1.3.5  Espressione del fattore di von Willebrand nelle 
cellule espiantate da aorta di  ratto  
 
Il fattore di von Willebrand (vWf) è una glicoproteina polimerica di 
grosse dimensioni (300 kDa). Esso riveste un ruolo importante nella 
fisiologia vascolare, in quanto promuove le prime fasi del meccanismo 
della coagulazione del sangue, infatti: 1) favorisce il legame delle piastrine 
alla parete del vaso danneggiata e l’aggregazione delle stesse per formare il 
tappo o trombo piastrinico, 2) funge da trasportatore del Fattore VIII della 
coagulazione del sangue, che, in assenza del vWf scompare rapidamente 
dal sangue. Il vWf viene sintetizzato dalle cellule endoteliali e dai 
megacariociti (i precursori delle piastrine prodotti dal midollo osseo). Nelle 
cellule endoteliali il vWF è contenuto in vescicole di deposito, i corpi di 
Weibel-Palade, mentre nelle piastrine lo si ritrova all'interno dei granuli 
alfa. La sua espressione rappresenta un valido marker citologico per 
l’identificazione di cellule endoteliali [191].  
Per valutare la sua espressione nelle cellule ottenute dall’espianto di 
aorta di ratto, è stata eseguita un’analisi immunocitochimica, mediante 
l’utilizzo di anticorpi specifici anti-vWf. 
Le cellule di aorta di ratto e la linea cellulare Ea.hy 926 sono state 
seminate alla concentrazione di 50.000 cellule/ pozzetto in pozzetti da 35 
mm di diametro, in cui è stato inserito un vetrino copri-oggetto sterile, e 
mantenute in coltura per circa 7 giorni. Successivamente, le cellule, 
raggiunta quasi la confluenza, sono state fissate in 2 ml di paraformaldeide 
al 2% per 30 minuti a temperatura ambiente. Dopo alcuni lavaggi in PBS le 
cellule sono state permeabilizzate con una soluzione di Triton X-100 
(Pharmacia Biotech) diluito allo 0.2% in PBS per 10 minuti. Dopo ulteriori 
lavaggi in PBS, si è proceduto al bloccaggio dei siti aspecifici utilizzando 
6. Materiali e Metodi 
81 
una soluzione costituita da siero di capra al 5% e da albumina bovina 
sierica al 4% in PBS (soluzione di blocco). L’incubazione è durata un’ora a 
37 °C in camera umida.  
Si è passato poi all’incubazione a 4 °C overnight con l’anticorpo anti-
vWf Santa Cruz Biotechnology, Inc (Santa Cruz, CA. 95060, U.S.A.) (dil 
1:100 in soluzione di blocco). Il giorno seguente, dopo tre lavaggi con PBS, 
le cellule sono state incubate per un’ora a 37 °C in camera umida con 
l’anticorpo secondario coniugato alla fluoresceina isotiocianato (goat-anti 
rabbit IgG-FITC conjugated) Santa Cruz Biotechnology (dil 1:200). Dopo 
ulteriori lavaggi in PBS, si è proceduto alla colorazione dei nuclei 
incubando al buio le cellule per 10 minuti con una soluzione di DAPI 1% 
(diaminobenzidina; 4’,6-diamidino,2-fenilindolo cloridato) (Sigma-
Aldrich, Milano, Italy) in PBS. E’ stata effettuata una disidratazione 
alcolica eseguendo lavaggi di 5 minuti ciascuno con soluzioni di etanolo in 
acqua a concentrazioni crescenti (70, 90 e 100%).  
A questo punto le cellule sono state osservate al microscopio a 
epifluorescenza (Leica Stereoscan 430i), dotato di una lampada al 
tungsteno per la visualizzazione in campo chiaro e di una lampada al 
mercurio per l’osservazione in epifluorescenza. E’ stato utilizzato un filtro 
corretto per il FITC e le cellule sono state visualizzate con un obiettivo 
40x. Per il montaggio è stato utilizzato come agente antiquenching il 
Glicerolo-DABCO (3% DABCO stock+ 0,02% sodio azide + 10% Tris 
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7.1.4  Cellule Muscolari  Lisce 
 
Sono state impiegate come controllo negativo cellule muscolari lisce 
di aorta di coniglio, isolate dalla tonaca media e intima dell' aorta toracica e 
addominale superiore di conigli New Zeland White, mediante il metodo di 
Wang et al. (1995) [195, 196], che prevede la dissociazione enzimatica con 
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7.2   ESPRESSIONE DELLE PROTEINE DI TRASPORTO 
NELLE CELLULE ENDOTELIALI 
 
7.2.1  Preparazione  dei li sati cellulari  
 
La linea cellulare Ea.hy 926 e le cellule endoteliali primarie di ratto  a 
confluenza sono state tripsinizzate, contate e centrifugate per 7 minuti a 
150 rcf.  
Il surnatante è stato eliminato e il pellet risospeso nel tampone di lisi a 
cui sono stati aggiunti gli inibitori delle proteasi. Il tampone di lisi, una 
soluzione ipotonica che provoca una lisi blanda delle cellule, è 
costituito da 10 mM Tris HCl pH 7,4, 100 mM acido 
etilendiaminotetraacetico (EDTA, Sigma-Aldrich, Milano, Italy), 100 mM 
NaCl e 0,1% sodio dodecilsolfato (SDS, Fluka), e viene utilizzato in 
quantità di 50 µl/106 cellule. Il Protease Inhibitor Cocktail (104 mM 
AEBSF (4-[2-aminoetil]benzenesulfonil fluoruro), 0,08 mM aprotinina, 2 
mM leupeptina, 4 mM bestatina, 1,5 mM pepstatina, 1,4 mM E-64 ) 
(Sigma-Aldrich, Milano, Italy) ha lo scopo di impedire la degradazione 
enzimatica delle proteine ed è stato utilizzato in quantità di 1 µl/106 
cellule.  
Dopo opportuna risospensione, i campioni, così ottenuti, sono stati 
sonicati per alcuni secondi in ghiaccio, per rompere i filamenti di DNA. I 
lisati sono stati poi centrifugati per 10 minuti a 10000 rcf a temperatura 
ambiente e il surnatante, contenente le proteine, è stato raccolto. Su 
un’aliquota del surnatante si è effettuato il dosaggio proteico. 
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7.2.2  Dosaggio proteico 
 
La quantificazione delle proteine presenti nei campioni dei lisati 
cellulari è stata eseguita utilizzando il kit  BioRad DC Protein Assay, basato 
sul metodo di Lowry et al. [197]. 
Il saggio è stato condotto su una piastra da 96 pozzetti, in cui i 
campioni sono stati distribuiti in quantità di 1 e 2 µl per pozzetto e portati 
al volume finale di 5 µl con acqua distillata e filtrata.  
Per valutare la concentrazione proteica incognita nei campioni si è 
costruita una curva di taratura, utilizzando concentrazioni crescenti di 
Albumina di Siero Bovino (BSA), sciolta in acqua distillata e filtrata.  
Tutte le misurazioni, compresa la curva di taratura, sono state 
compiute in duplicato. 
Alle soluzioni precedentemente preparate sono stati aggiunti 25 µL 
per pozzetto di reagente A, una soluzione acida di tartrato di rame, per 5 
minuti a temperatura ambiente.  
Sono stati quindi aggiunti 200 µL per pozzetto di reagente B, il 
reattivo di Folin, che reagisce con le proteine, per 5 minuti a temperatura 
ambiente.  
La presenza di proteine viene indicata dallo sviluppo di un colore 
violetto e l’intensità della colorazione, misurata spettrofotometricamente, è 
proporzionale alla concentrazione proteica. L’assorbanza viene rilevata alla 
lunghezza d’onda di 630 nm con un lettore per piastre Microplate Reader, 
Bio-Tek Instrument. 
La retta di taratura, ricavata dagli standard di BSA, ha consentito di 
estrapolare, dai dati di assorbanza dei campioni, le relative concentrazioni 
di proteine, utilizzando il programma Prism GrafPad 4 (GraphPad 
Software, Inc., San Diego, California).  
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Al volume di campione, contenente la quantità di proteina stabilita per 
la successiva analisi di Western blot, è stato aggiunto un volume 
equivalente di tampone di caricamento (Tris HCl pH 6.8 1M, 10% SDS, 
10% glicerolo, 5% β-mercaptoetanolo, 0,001% blu-bromofenolo) 
(Pharmacia Biotech). 
I campioni così preparati sono stati congelati e conservati a -20 °C, 
pronti per essere utilizzati in esperimenti di Western blot. 
 
7.2.3  Elettroforesi delle proteine in gel  di poliacrilamide  
con SDS (SDS-PAGE) 
 
Sono stati condotti esperimenti di Western blot, volti ad identificare 
l’espressione delle proteine bilitranslocasi (BTL), P-glicoproteina, 
Multidrug Resistance related Protein 1 (MRP1), Multidrug Resistance 
related Protein 2 (MRP2) e Breast Cancer Resistance related Protein 
(BCRP) nelle cellule endoteliali. 
La metodica consente di separare proteine di diverso peso molecolare 
mediante la loro migrazione attraverso le maglie di un gel di poliacrilamide 
sotto l’azione di un campo elettrico. Ciò è consentito dalla presenza del 
sodiododecilsolfato (CH3-(CH2)10-CH2OSO3-Na+, SDS), un detergente 
anionico capace di complessarsi alle proteine e di conferire loro una carica 
netta negativa costante per unità di massa. Ne consegue che esse vengono 
separate esclusivamente sulla base del loro peso molecolare. 
E’ stata effettuata una separazione proteica mediante elettroforesi in 
verticale su gel di poliacrilamide, secondo il metodo di Laemmli [198].  
La tecnica prevede la preparazione di un gel dello spessore di 1.5 mm 
formato da un gradiente discontinuo di due gel a pH e concentrazioni di 
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acrilamide diversi: un gel superiore di impaccamento (stacking gel) e uno 
inferiore di corsa (running gel), dove avviene la separazione delle proteine. 
Lo stacking gel è posto al di sopra del running ed è lungo circa 1 
centimetro, in esso si formano i pozzetti, nei quali vengono caricati i lisati 
cellulari contenenti le proteine. Il suo scopo è quello di permettere la 
concentrazione delle proteine in una banda sottile, prima che entrino nel gel 
di separazione (o di corsa). Questo risultato si ottiene utilizzando una forza 
ionica e un pH differente tra il tampone elettroforetico e il gel di 
impaccamento. Lo stacking gel presenta pori molto grandi, dato che la 
concentrazione di acrilamide in esso usata è più bassa rispetto al running, 
ciò consente alle proteine di muoversi liberamente e di impaccarsi. Inoltre, 
nei campioni è presente anche un colorante, il blu di bromofenolo, e il 
glicerolo, che rendono la soluzione del campione più densa in modo da 
facilitarne la stratificazione sul fondo del pozzetto di caricamento. 
Il running gel, invece, è lungo una decina di centimetri ed in esso la 
concentrazione di acrilamide è maggiore; ciò permette la separazione delle 
proteine in base al loro peso molecolare apparente.  
Ai lisati cellulari vengono aggiunti il β-mercaptoetanolo, che riduce i 
ponti disolfuro, e l’SDS, che denatura le proteine. Le molecole di SDS 
cariche negativamente si legano ogni 2 residui aminoacidici, permettendo 
la migrazione elettroforetica delle proteine. 
L’ammonio persolfato (APS) e l’N,N,N’,N’-tetrametilendiamina 
(TEMED) vengono utilizzati rispettivamente come iniziatore e come 
catalizzatore della polimerizzazione del gel. 
In base ai diversi pesi molecolari delle proteine di interesse, sono state 
usate differenti concentrazioni di poliacrilamide. Per la bilitraslocasi che 
pesa solo 38 kDa, sono stati utilizzati : 
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- stacking gel all’8% (Tris HCl pH 8 0.4 M, 0,1% SDS (Sigma-
Aldrich, Milano, Italy), 40% acrilamide (Fluka BioChemikals), 0,1% 
APS (EuroClone), 0,02% TEMED (Sigma-Aldrich, Milano, Italy);  
- running gel al 12%, (Tris HCl pH 8 125mM, 0,1% SDS (Sigma-
Aldrich), 40% acrilamide (Fluka BioChemikals), 10% APS 
(EuroClone), 0,02% TEMED (Sigma-Aldrich, Milano, Italy). 
Per le proteine P-gp (PM 170 kDa), MRP1 (PM 190 kDa), MRP2 (PM 
200 kDa), BCRP (PM 72 kDa), sono stati utilizzati:  
- stacking gel al 4% (1M Tris HCl pH 6.8, 10% SDS, 40% acrilamide, 
10% APS, 0.02% TEMED);  
- running gel all’8% (1M Tris HCl pH 8.8, 10% SDS, 40% acrilamide, 
10% APS, 0.02% TEMED). 
La camera per l’elettroforesi è stata riempita con il tampone di corsa, 
costituito da 192 mM glicina, 25 mM Tris, 0.1% SDS, e collegata ad un 
impianto di raffreddamento. 
I campioni dei lisati delle cellule Ea.hy 926 sono stati caricati alla 
concentrazione di 50 µg di proteine per pozzetto, mentre le cellule 
endoteliali di aorta di ratto alla concentrazione di 100 µg/pozzetto.  
Come marcatori dei pesi molecolari sono stati utilizzati il 
ColorBurstTM Electrophoresis Markers (Sigma-Aldrich, Milano, Italy) e il 
SigmaMarkerTM Wide Molecular Weight Range, (Sigma-Aldrich, Milano, 
Italy). 
Alla camera elettroforetica è stato applicato un amperaggio di 10 mA 
per ogni gel per 30 minuti, al fine di favorire l’impaccamento delle bande 
nello stacking gel; e, successivamente, una corrente di 20 mA per 1 ora e 
30 minuti, allo scopo di indurre la separazione delle proteine nel running 
gel.  
6. Materiali e Metodi 
88 
La corsa elettroforetica è avvenuta in un Vertical Slab Gel 
Electrophoresis Cell (Hoefer, San Francisco USA) (Figura 28). 
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7.2.4  Western blot 
 
Il metodo consiste nell’elettrotrasferimento di proteine dalla matrice 
del gel di acrilamide, in cui sono state fatte migrare, ad una membrana di 
nitrocellulosa. Una volta fissate nella membrana, le proteine possono poi 
essere analizzate per mezzo di anticorpi specifici diretti contro epitopi 
antigenici esposti dalle proteine stesse. 
 Il trasferimento delle proteine dal gel alla membrana di 
nitrocellulosa è stato effettuato mediante un sistema continuo assemblato in 
un apposito blottatore (Semi-dry Protein Blotter System, Pharmacia LKB 
Multiphor II).  
E’ stato allestito un sandwich costituito, nell’ordine dall’anodo al 
catodo, da 3 fogli di carta da filtro (Electrode Paper Novablot PKG/500, 
Pharmacia), dalla membrana di nitrocellulosa (Trans-Blot® Transfer 
Medium, BioRad), dal gel di poliacrilamide e da altri 3 fogli di carta da 
filtro. I fogli di carta da filtro ed il gel sono stati precedentemente immersi 
per qualche minuto nel tampone di trasferimento (Tris 49,6 mM, glicina 
384 mM, 20% metanolo  e 0,01% SDS), mentre la membrana di 
nitrocellulosa è stata pre-idratata in acqua distillata. 
La procedura di blottaggio viene eseguita applicando una corrente di 
300 mA per 1 ora e mezza. Il trasferimento delle proteine dal gel è stato 
verificato colorando la membrana di nitrocellulosa con Rosso Ponceau 
(0,1% Ponceau S (w/v) in 5% acido acetico (v/v) (Sigma-Aldrich, Milano, 
Italy), preparato per una colorazione rapida che si ottiene lasciando la 
membrana immersa nel colorante sotto agitazione per 10-15 minuti a 
temperatura ambiente. Trattandosi di una colorazione reversibile, il 
colorante può essere poi eliminato per mezzo di alcuni lavaggi con acqua 
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distillata, fino a quando la membrana si decolora e appaiono solo le bande 
delle proteine trasferite. 
La membrana è stata quindi tagliata in base alla corsa delle proteine, 
identificabili grazie ai marcatori di peso molecolare, e conservata nella 
soluzione di blocco (5% di latte scremato in polvere e 0,05% Tween-20 
(poliossietilene-sorbitanmonolaurato) (Sigma-Aldrich, Milano, Italy) in 
TBS (12,5 mM Tris HCl e 125 mM NaCl a pH 7,4 in acqua distillata), a 4 
°C per tutta la notte. 
Il giorno successivo la membrana è stata incubata con gli anticorpi 
primari indicati nella tabella 3. 



















Alexis Alexis Sigma Sigma 
Diluizioni 1:10 1:800 1:600 1:300 1:50 1:10000 
Tempo di 
incubazione 







































Marca Sigma Sigma 
Santa Cruz 
Tebu-Bio 
Sigma Sigma Sigma 
Diluizioni 1:2500 1:30000 1:6000 1:30000 1:30000 1:30000 
Tabella 3: Schema degli anticorpi e delle diluizioni utilizzate per studi di Western blot.  
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L’incubazione con gli anticorpi primari è stata condotta a 37°C in 
agitazione per un tempo che andava dai 120 ai 90 minuti. Dopo ogni 
incubazione, una serie di lavaggi permette di rimuovere l’anticorpo legatosi 
alla membrana in modo aspecifico. 
Sono seguiti 3 lavaggi di 15 minuti con la soluzione di TBS-0,05% 
Tween-20, più un lavaggio col solo TBS. Le membrane sono state incubate 
con gli anticorpi secondari per 60 minuti sempre a 37°C.  
Dopo altri 3 lavaggi di 15 minuti ciascuno in TBS-0,05% Tween-20 e 
uno solo con TBS, i complessi antigene-anticorpo sono stati analizzati 
mediante una reazione di chemiluminescenza. 
Questa reazione avviene in condizione di semi buio bagnando la 
membrana con una soluzione di CSPD (Chemiluminescent Substrate for 
Phosphatase Detection) (2-ammino-2-metil-propanolo) (Tropix) diluita 
1:100 e di Nitro-block (Tropix) diluito 1:50 in Assay Buffer (0,1 M 
Diethanolamine /HCl pH 10; 1 mM MgCl2). 
I prodotti chemioluminescenti di questa reazione vengono visualizzati 
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7.3  TECNICHE DI IMMUNOFLUORESCENZA 
 
7.3.1  Semina delle cellule  e fissaggio in paraformaldeide  
 
La linea Ea.hy 926 e le cellule endoteliali primarie di ratto e umane 
sono state seminate alle concentrazione di 35.000 cellule/pozzetto in 
pozzetti da 35 mm di diametro, in cui era stato inserito un vetrino sterile, e 
mantenute in coltura in terreno DMEM completo come descritto in 
precedenza. 
Dopo circa una settimana, le cellule, raggiunta quasi la confluenza, 
sono state fissate in 3 mL di paraformaldeide al 4% (mass:vol), 
incubandole per 30 minuti a temperatura ambiente e 30 minuti a 4°C. 
 
7.3.2  Tecniche  di immunocitochimica 
 
L’immunocitochimica è una tecnica che consente l’identificazione e la 
localizzazione cellulare di proteine, grazie all’utilizzo di anticorpi specifici, 
riconosciuti a loro volta da anticorpi secondari coniugati a molecole 
fluorescenti, mediante un microscopio ad epi-fluorescenza. 
Dopo alcuni lavaggi in PBS, le cellule fissate in paraformaldeide sono 
state permeabilizzate, incubandole per 15 minuti a 37°C con una soluzione 
di Triton X-100 (Pharmacia Biotech) diluito allo 0.2% (vol:vol) in PBS. 
Dopo ulteriori lavaggi in PBS, si è proceduto al bloccaggio dei siti 
aspecifici, utilizzando una soluzione costituita da siero di capra al 5% 
(vol:vol) e da albumina bovina sierica al 4% (mass:vol) in PBS. 
L’incubazione è durata 1 ora a 37°C in camera umida. 
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Le cellule sono state, quindi, incubate con le soluzioni degli anticorpi 
primari:  
• 100 µg/ml dell’anticorpo anti-BTL (AbA), che riconosce  la 
sequenza 65-75 della bilitranslocasi.  
• Anticorpo anti-P-gp: Ab’ C219 (Alexis) dil 1:50 
• Anticorpo anti-MRP1: Ab’ A23( Alexis) dil 1:50  
•  Anticorpo anti-MRP2: Ab’ MRP2 M2 III-6 (Alexis) dil 1:2 
• Anticorpo anti-BCRP: Ab’ clone BXP-21 (Sigma) dil 1:2 
L’incubazione con l’anticorpo primario è stata effettuata overnight a 
4°C. 
Il giorno seguente i vetrini, dopo 3 lavaggi in PBS, sono stati incubati 
per 1 ora a 37°C in camera umida con l’anticorpo secondario coniugato con 
fluoresceina isotiocianato (Goat anti-Rabbit-FITC Coniugated e Goat anti-
Mouse-FITC conjugated) (Sigma-Aldrich, Milano, Italy) diluiti entrambi  
1:200 nella soluzione di blocco. 
Dopo ulteriori lavaggi in PBS, si è proceduto alla colorazione dei 
nuclei incubando le cellule a 37°C per 5-10 minuti in una soluzione all’1% 
di DAPI (diaminobenzidina; 4’,6-diamidino, 2-fenilindolo cloridrato) 
(Sigma) in PBS contenente l’1% di Tween-20. 
Infine è stata effettuata una disidratazione alcolica eseguendo lavaggi 
di 5 minuti ciascuno con soluzioni di etanolo in acqua  a concentrazione 
crescente (50, 80, 100%) (V/V).  
Per il montaggio è stato utilizzato come agente antiquenching il 
Glicerolo-DABCO (3% DABCO stock + 0.02 % sodio azide + 10% Tris 
HCl 200mM, pH 8) diluito 4:1 (v/v) con il collante Mowiol 4-88 (Sigma-
Aldrich, Milano, Italy).  
A questo punto le cellule sono state osservate al microscopio a 
epifluorescenza (Leica Stereoscan 430i), dotato di una lampada al 
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tungsteno per la visualizzazione in campo chiaro e di una lampada al 
mercurio per l’osservazione in epi-fluorescenza. E’ stato utilizzato un filtro 
corretto per il FITC e le cellule sono state visualizzate con un obiettivo 
40x. 
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7.4  TECNICHE DI MANIPOLAZIONE DELL’RNA E DE L 
cDNA 
7.4.1  Estrazione di  RNA totale da cellule  
 
Sono state utilizzate circa 2.5 X 106 cellule endoteliali primarie 
umane, cellule Ea.hy 926 e cellule endoteliali primarie di ratto. 
L’estrazione dell’RNA è stata eseguita con il kit SV Total RNA Isolation 
System (Promega, U.S.A.). Al pellet di ogni tipo cellulare sono stati 
aggiunti 175 µl di SV RNA Lysis Buffer e, successivamente, 350 µl di SV 
Diluition Buffer. Il preparato è stato prima incubato in un bagno 
termostatato a 70°C per 3 minuti, e poi centrifugato a 13.000 rcf per 10 
minuti. Il surnatante è stato recuperato, addizionato di 200 µl di etanolo 
(Fluka) al 95% e trasferito in una colonnina provvista di una membrana di 
silicio (Spin Basket Assembly, Promega, U.S.A.). La colonnina è stata 
centrifugata a 14.000 rcf per 1 minuto ed è stata lavata con 600 µl di SV 
RNA Wash Solution e bloccata con l’aggiunta di 200 µl di SV DNAse Stop 
Solution. La colonnina è stata quindi lavata per 2 volte con SV RNA Wash 
Solution e l’RNA legato alla membrana è stato eluito per centrifugazione a 
14.000 rcf per 1 minuto con 100 µl di Nuclease-Free Water, e conservato a 
-20°C fino all’utilizzo. L’RNA ottenuto è stato quantificato e la sua 
purezza è stata valutata attraverso lettura spettrofotometrica alle lunghezze 




6. Materiali e Metodi 
96 
7.5  Reazione di trascrizione inversa 
 
L’RNA può essere convertito in una copia di cDNA a doppio 
filamento mediante l’utilizzo di un enzima chiamato “trascrittasi inversa”. 
Il cDNA sintetizzato può quindi essere utilizzato come stampo per 
l’amplificazione della sequenza di interesse mediante una classica reazione 
di polimerizzazione a catena (PCR), che viene di conseguenza chiamata 
RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR o PCR dopo trascrizione inversa). 
La procedura avviene in questo modo: a 10 µl di RNA vengono 
aggiunti 1 µl di Random Primers (Promega) e 1µl di 10 mM dNTPs 
(deoxy-Nucleotide Tri-Phosphate) (Promega). La soluzione viene incubata 
a 65°C per 5 minuti e poi posta a raffreddare in ghiaccio. Ad essa vengono 
aggiunti 4 µl di First-Strand Buffer (Invitrogen), 2 µl di 0,1M DTT 
(Dithiothreitol) (Invitrogen) e 1 µl di acqua distillata filtrata. L’incubazione 
viene eseguita a 42°C per 2 minuti. Infine, viene aggiunto 1 µl di 
SuperScriptII (200 U) (Invitrogen), la polimerasi che catalizza la 
formazione dei filamenti complementari. La retrotrascrizione avviene 
mediante un'incubazione per 50 minuti a 42°C e poi per 15 minuti a 70°C. I 
campioni vengono poi conservati a 4°C. 
 
7.5.1  Reazione di pol imerizzazione  a catena (PCR)  
 
La metodica consiste nella selettiva amplificazione di una specifica 
sequenza di DNA bersaglio utilizzando una coppia di primers 
complementari alle regioni che fiancheggiano la sequenza di interesse. Si 
tratta di una reazione a catena in più cicli, in ciascuno dei quali fungono da 
stampo per la sintesi, i filamenti di DNA sintetizzati nel ciclo precedente. 
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Ogni ciclo è caratterizzato da tre passaggi: la denaturazione del DNA 
templato, che avviene a circa 90°C, l’appaiamento dei primers alle regioni 
complementari, ad una temperatura che varia tra i 50 e i 70°C a seconda 
della lunghezza e della composizione dei primers, e la sintesi del DNA, in 
genere a 70°C. 
La fase di denaturazione del DNA risulta però incompatibile con la 
DNA polimerasi umana, che verrebbe distrutta alle temperature necessarie 
per la denaturazione. Per ovviare a questo inconveniente, si fa ricorso alle 
polimerasi appartenenti a organismi termofili che non sono inattivate dalle 
alte temperature, ad esempio la "Taq polimerasi" proveniente dal batterio 
termofilo (Thermophilus aquaticus).  
Successivamente, la temperatura viene abbassata fino a 30-55 °C circa 
al fine di permettere il legame dei primer alle regioni loro complementari 
dei filamenti di DNA denaturati (fase di annealing). Infine la temperatura 
viene alzata fino a 65-72 °C al fine di massimizzare l'azione della DNA 
polimerasi che determina un allungamento dei primer legati, utilizzando 
come stampo il filamento singolo di DNA (fase di prolungamento). Il ciclo 
descritto viene ripetuto generalmente per circa 20-30 volte. In genere non si 
superano i 50 cicli in quanto ad un certo punto la quota di DNA ottenuto 
raggiunge un plateau. Ciò avviene, ad esempio, per progressivo 
esaurimento degli oligonucleotidi usati come inneschi o per diminuzione 
dei dNTPs.  
Nelle reazioni svolte per la dimostrazione dell’espressione dei 
trasportatori ABC sia umani che di ratto sono stati caricati 1 µl di cDNA, 1 
µl di primer Forward, 1 µl di primer Reverse, 1 µl di buffer Red Taq 
polimerasi, 1 µl di dNTPs 2.5 mM, 0.5 µl Red Taq polimerasi (contenente 
già MgCl2), 4.5 µl di acqua, ottenedo un volume finale di 10 µl totali. E’ 
stato eseguito un ciclo replicativo standard di 30 cicli. 
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Per le cellule endoteliali umane, sia quelle primarie che quelle della 
linea cellulare Ea.hy 926, sono stati utilizzati i seguenti primers [199]: 
• MDR1/ABCB1:  
Forward primer: 5’-3’ CCCATCATTGCAATAGCAGG 
Reverse primer : 5’-3’ TGTTCAAACTTCTGCTCCTGA 
Prodotto (pb) 158 
• MRP1/ABCC1: 
Forward primer: 5’-3’ ATGTCACGTGGAATACCAGC 
Reverse primer: 5’-3’ GAAGACTGAACTCCCTTCCT 
Prodotto (pb) 349 
• MRP2/ABCC2: 
Forward primer: 5’-3’ ACAGAGGCTGGTGGCAACC 
Reverse primer: 5’-3’ ACCATTACCTTGTCACTGTCCATGA 
Prodotto (pb) 227 
• BCRP/ABCG2: 
Forward primer: 5’-3’ AGATGGGTTTCCAAGCGTTCAT 
Reverse primer: 5’-3’ CCAGTCCCAGTACGACTGTGACA 
Prodotto (pb) 91 
 
 
Dal momento che nel ratto la P-glicoproteina viene codificata da due 
geni, Mdr1a ed Mdr1b, sono stati utilizzati primer specifici per le due 
isoforme e sono stati utilizzati i seguenti primers [200]. 
• Mdr1a  
Forward primer: 5’-3’ GCAGGTTGGCTGACAGATT 
Reverse primer : 5’-3’ GGAGCGCAATTCCATGGATA 
Prodotto (pb) 70 
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• Mdr1b  
Forward primer: 5’-3’ AAACATGGCACGTAACCAAAGTT 
Reverse primer : 5’-3’ AAAATGTGGCCCTGTTTAATGATT 
• Prodotto (pb) 120 
• Mrp1/Abcc1: 
Forward primer: 5’-3’ GCCACTGCCTCATGCCTATT 
Reverse primer: 5’-3’ GCAAGACCTGAAGGCAAGATACA 
Prodotto (pb) 124 
• Mrp2/Abcc2: 
Forward primer: 5’-3’ GACGACGATGATGGGCTGAT 
Reverse primer: 5’-3’ CTTCTCATGGCCAAGGAAGCT 
Prodotto (pb) 71 
• Bcrp/Abcg2: 
Forward primer: 5’-3’ AATCAGGGCATCGATCTGTCA 
Reverse primer: 5’-3’ CAGGTAGGCAATTGTGAGGAAGA 
Prodotto (pb) 93 
 
7.5.2  Elettroforesi in gel di  agarosio 
 
La metodica consiste nell’indurre la migrazione di molecole di acido 
nucleico attraverso le maglie di un gel di agarosio in presenza di un campo 
elettrico. Poiché tutti gli acidi nucleici hanno composizione chimica molto 
simile e un elevato rapporto carica/massa a pH fisiologico, la loro mobilità 
in agarosio dipende soprattutto dalla lunghezza e dalla conformazione. 
Si sciolgono 3 g di agarosio (Sigma-Aldrich, Milano, Italy) ad una 
temperatura superiore a 90°C in tampone TBE 1X (0.089M Tris, 0.089M 
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Acido Borico, 0.0025M EDTA) e si addiziona l’etidio bromuro (Sigma –
Aldrich, Milano, Italy) a una concentrazione di 0.5 µg/mL.  
La soluzione di agarosio viene versata in una celletta elettroforetica 
orizzontale, munita di spaziatori e pettine, e lasciata gelificare. Versato il 
TBE 1X e caricati nei pozzetti i campioni di DNA, si applica un campo 
elettrico di 170 mA. Il DNA, carico negativamente, migra in direzione del 
polo positivo. 
L’etidio bromuro emette fluorescenza quando esposto a luce 
ultravioletta solo se è intercalato tra le basi di acidi nucleici, pertanto i 
frammenti di DNA separati tramite elettroforesi vengono visualizzati grazie 
a un transilluminatore a luce UV (UV corti, circa 300nm). 
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7.6  STUDI DI TRASPORTO IN MODELLI CELLULARI 
7.6.1  Preparazione  delle cellule per il  saggio di uptake 
 
Le cellule vengono seminate ad una concentrazione di 250.000 cellule 
in fiasche di polistirene di 25 cm2, mantenute a 37° C in un’atmosfera 
umidificata con il 95% di aria e 5% di CO2 e il terreno viene cambiato ogni 
2 giorni. 
Gli esperimenti di trasporto vengono condotti su cellule a confluenza, 
sette giorni dopo la semina. Dati preliminari, infatti, hanno dimostrato che 
dopo un simile intervallo si garantisce una migliore espressione dei 
trasportatori a livello della membrana. 
 
7.6.2  Messa a  punto del saggio di uptake della  
Sulfobromoftaleina (BSP) in cellule Ea.hy 926 
 
 
Figura 29: Struttura della BSP ed equilibrio di tautomeria 
 
La BSP è un anione organico molto usato in studi di farmaco-
tossicologia, per la comprensione dei meccanismi molecolari di 
organotropismo e di metabolismo di I, II e III fase. Gli studi di trasporto 
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cellulare della BSP sono stati effettuati su cellule Ea.hy 926 in coltura, 
utilizzando le esperienze precedentemente acquisite [110].  
Dopo incubazione del monostrato cellulare con una soluzione 
contenente il substrato, ad intervalli di tempo regolari sono stati effettuati 
dei campionamenti, atti a valutare l’entità della sua entrata nel 
compartimento intracellulare. Questa misura viene condotta in modo 
indiretto, seguendo la scomparsa del substrato dal compartimento 
extracellulare. I dati di scomparsa dal mezzo vengono considerati 
equivalenti ai dati d’entrata nelle cellule.  
Questa scelta è stata effettuata basandosi sull’osservazione che il 
trasporto di queste sostanze avviene in tempi molto brevi e probabilmente è 
un processo reversibile. La minor rapidità che una misurazione di tipo 
diretto comporta potrebbe inficiare la correttezza dei dati raccolti, per cui si 
è preferito utilizzare una tecnica indiretta che, seppur supportata da 
un’analisi matematica più complessa, prevede una semplice e rapida analisi 
spettrofotometrica dei campioni, senza alcun rischio di perdita del 
substrato. 
Procedura 
Da una fiasca di cellule a confluenza viene aspirato il terreno di 
coltura. Il monostrato cellulare viene lavato per 3 volte con 4 mL di PBS, 
mantenuto a 37°C, e quindi vengono aggiunti 7 mL di soluzione contenente 
la BSP 24 µM sempre mantenuta a 37°C. Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 
0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4  minuti vengono effettuati campionamenti di 0.3 mL 
del mezzo contenente il substrato. 
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica. L’analisi viene effettuata alla λ=580 nm in uno 
spettrofotometro UV-visibile Ultrospec 2100 Pro (Amersham Pharmacia 
Biotech) dopo aver diluito il campione in 9 volumi di una soluzione 0.1 M 
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di NaOH. Questa operazione ha lo scopo di spostare l’equilibrio di 
dissociazione della BSP verso la forma ionizzata colorata che assorbe a 
proprio 580 nm. Ogni esperimento viene eseguito in triplicato. 
 
7.6.2.1   Test  di inibizione del trasporto  cellulare mediante  
anticorpi anti-bili translocasi 
 
Sono stati effettuati diversi studi d'inibizione dell'attività di trasporto 
della bilitraslocasi utilizzando come substrato la BSP. Il tipo di saggio 
utilizzato è quello descritto in precedenza, con l’unica variante che, dove si 
misuri l’effetto inibitorio degli anticorpi anti-bilitrnaslocasi (AbA e AbB), 
le cellule vanno incontro a una fase di preincubazione con gli anticorpi 
diluiti nel terreno di coltura. La durata della pre-incubazione generalmente 
è di 30 minuti. 
Procedura 
Da una fiasca di cellule a confluenza viene aspirato il terreno di 
coltura. Il monolayer viene lavato con 4 mL di PBS mantenuto a 37°C, e 
quindi si aggiungono 2.5 mL di terreno senza siero contenente l' anticorpo 
alla diluizione voluta (0.2 µg/mL). Dopo un’incubazione di 30 minuti a 
37°C, la soluzione dell’anticorpo viene allontanata e il monostrato viene 
lavato per 3 volte con 4 mL di PBS (mantenuto a 37°C). Segue l’aggiunta 
di 7 mL di soluzione contenente il substrato BSP (sempre mantenuta a 
37°C). Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti 
vengono effettuati campionamenti di 0.3 mL del mezzo contenente il 
substrato. 
Dopo la raccolta i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica, sempre alla λ=580 nm dopo aver diluito il campione in 
9 volumi di una soluzione 0.1M di  NaOH.  
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In questa serie di prove, ripetute sempre in triplicato e nel medesimo 
giorno, va inclusa una serie di controllo in cui la preincubazione viene 
effettuata in assenza degli anticorpi.  
 
 
7.6.2.2  Test di  inibizione del  trasporto mediante inibitori  
specifici delle serine 
 
Il fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) è un reagente specifico per le 
serine che inibisce il trasporto della bilirubina in colture cellulari di 
epatociti [110]. 
In base a questa premessa, il saggio di trasporto della BSP è stato 
allestito anche nella condizione sperimentale in cui il monostrato cellulare 
viene preincubato con il PMSF. 
Procedura 
Al terreno di coltura si aggiunge il PMSF ad una concentrazione finale 
di 0,1 mM e le cellule vengono pre-incubate per 20 minuti a 37°C. Al 
termine dell’incubazione, il terreno di coltura viene aspirato e il monostrato 
lavato 3 volte con 4 mL di PBS. Segue l’aggiunta di 7 mL di soluzione 
contenente il substrato BSP (a 37°C). Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 
0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti vengono effettuati campionamenti di 0.3 mL 
del mezzo contenente il substrato.  
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica, sempre alla λ=580 nm, dopo aver diluito il campione in 
9 volumi di una soluzione 0.1M di NaOH. 
L’esperimento viene eseguito in triplicato. 
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7.6.2.3  Test di inibizione mediante altri  substrati della  
bilitranslocasi: la  quercetina 
 
Questo saggio si propone di valutare l’effetto di altri substrati della 
bilitranslocasi usati direttamente nella soluzione di trasporto della BSP.  
Procedura 
Da una fiasca di cellule a confluenza viene aspirato il terreno di 
coltura. Il monolayer viene lavato con 4 mL di PBS mantenuto a 37°C. 
A questo punto, segue l’aggiunta di 7 mL di soluzione contenente il 
substrato BSP in contemporanea presenza di una soluzione 5 µM di 
quercetina. Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti 
vengono effettuati campionamenti di 0.3 mL del mezzo contenente il 
substrato e dopo la raccolta i campioni vengono analizzati sempre alla 
λ=580 nm, dopo aver diluito il campione in 9 volumi di una soluzione 
0.1M di NaOH.  
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7.6.3  Messa a punto del saggio di uptake della quercetina 
in cellule endoteliali  
 
Il meccanismo di trasporto della quercetina, come del resto di tutti i 
flavonoidi nelle cellule, è ancora scarsamente conosciuto. 
Tuttavia, recenti studi condotti in vescicole di plasma-membrana di 
fegato di ratto hanno mostrato come la quercetina sia in grado inibire 






Figura 30: Struttura chimica della Quercetina 
 
Per verificare se la quercetina sia effettivamente trasportata dalla 
bilitranslocasi, a livello endoteliale, è stato utilizzato un saggio di trasporto 
precedentemente messo a punto [110] e applicato ai tre diversi modelli 
sperimentali: la linea cellulare Ea.hy 926 e le cellule endoteliali primarie di 
ratto e umane.  
Questo saggio spettrofotometrico sfrutta le proprietà cromofore della 
quercetina, un composto colorato (giallo), che assorbe nel campo del 
visibile ad una lunghezza d’onda di 375 nm ed è, quindi, misurabile 
spettrofotometricamente.  
Il metodo di calcolo delle nmoli di quercetina entrata nelle cellule si 
basa sul presupposto che la quercetina scomparsa dal mezzo sia equivalente 
a quella entrata nel compartimento intracellulare [110]. 
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7.6.3.1  Misura spettrofotometrica delle concentrazioni di  
quercetina 
 
La lunghezza d’onda utilizzata è stata scelta tenendo in considerazione 
lo spettro d’assorbimento del quercetina e scegliendo la lunghezza d’onda 
(λ) che corrispondesse al suo massimo assorbimento. 
 
7.6.3.2  Retta di calibrazione per la  quercetina 
 
Per stabilire la lunghezza d’onda a cui si verifica l’assorbimento 
massimo della quercetina, è stato fatto uno spettro di assorbimento. E’ stata 
utilizzata una soluzione di quercetina 5 µM in PBS, preparata partendo da 
una soluzione madre (25 mM). Come bianco è stata usato del PBS ed i 
campioni sono stati analizzati in cuvette da 2 ml.  
Lo spettrofotometro è stato impostato per una misura 
dell’assorbimento nel campo del visibile tra i 190 nm e gli 460 nm. Come 
illustrato in Figura 31 il picco di assorbimento massimo è risultato a λ=375 
nm. 
Tutte le analisi dei campioni dunque sono state eseguite a 375 nm. 
6. Materiali e Metodi 
108 


















Figura 31: Spettro di assorbimento della quercetina. 
 
Retta di taratura dello spettrofotometro. 
 
L'allestimento della retta di taratura è stata effettuata in duplicato, con 
due prove distinte (PROVA 1; PROVA 2)  
 









5 0,105 5 0,1 
10 0,104 10 0,099 
15 0,098 15 0,099 
20 0,093 20 0,088 
25 0,091 25 0,084 
30 0,083 30 0,082 
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35 0,083 35 0,075 
40 0,078 40 0,075 
 
Tabella 4: PROVA 1 E PROVA 2: in tabella vengono mostrati i valori delle 
concentrazioni di quercetina e le assorbanze alla λ=375 nm. 
 

















Figura 32: Dipendenza della A375 dalla concentrazione di quercetina. I dati sono 
stati trattati con equazione A375=a+b[quercetina] parametri ottenuti sono: 
 a=-2,07x102, b=0,0181, r2=0,0997. 
 
I dati delle assorbanze ricavate dalle due serie di campionamenti sono 
riportati nella tabella 4. Il grafico della retta di taratura viene riportato nella 
Figura 32. La pendenza della retta [b[1]=0,0181 (Abs/µM)] ci fornisce il 
valore del coefficiente di estinzione della quercetina, il che significa che un 
campione alla concentrazione di 1 µM presenta valori di assorbanza pari a 
0,0181. 
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7.6.3.3  Elaborazione dei dati  spettrofotometrici 
 
I valori di assorbanza dei campioni del mezzo extracellulare 
contenente il susbstrato sono stati convertiti prima in valori di 
concentrazione extracellulare di substrato [substrato]ex tramite l’equazione 
di Lambert-Beer e poi in valori di nmoli presenti nel mezzo extracellulare. 
Se ci si trovasse in un sistema privo di cellule, durante il campionamento, 
la [substrato]ex rimarrebbe costante perché le nmoli totali diminuirebbero a 
causa della variazione di volume della soluzione. In presenza di cellule, le 
nmoli totali diminuiscono in misura maggiore, e ciò riflette il loro trasporto 
dal compartimento extracellulare a quello intracellulare.  
 
Procedura di calcolo 
Il modello si basa sul fatto che volumi costanti di mezzo extracellulare 
vengono prelevati sempre dalla stessa fiaschetta ad intervalli di tempo, 
pertanto il volume della soluzione di substrato diminuisce nel tempo, in 
seguito ad ogni prelievo.  
Le nmoli di substrato presenti nel mezzo sono date da: 
 
              
 Dove nmoli= nmoli di substrato presenti nel mezzo extracellulare al 
momento del prelievo. 
 [substrato]ex = concentrazione di substrato nel mezzo extracellulare. 
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Ad ogni prelievo dei campioni, la variazione di volume della 
soluzione comporta anche una diminuzione delle nmoli di substrato 
presenti nel mezzo extracellulare. 
In un modello sperimentale cellulare, come abbiamo visto, alla 
scomparsa delle nmoli dal mezzo contribuiscono due fattori: la 
diminuzione del volume della soluzione di substrato e l’attività del 
trasportatore, che consente un accumulo del substrato nel compartimento 
intracellulare. Le nmoli effettivamente scomparse per effetto del 
trasportatore, si ottengono quindi sottraendo dai valori sperimentali di 
nmoli scomparse, quelli che derivano dal contributo della semplice 
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7.6.3.4  Preparazione delle cellule per il  saggio di trasporto  
della quercetina 
 
Le cellule Ea.hy 926, le cellule primarie di ratto e quelle primarie 
umane sono state seminate ad una concentrazione di 250.000 cellule in 
fiasche di polistirene di 25 cm2. 
Gli esperimenti di trasporto sonno stati condotti su cellule a 
confluenza, sette giorni dopo la semina.  
Procedura 
Da una fiasca di cellule a confluenza viene aspirato il terreno di 
coltura. Il monolayer viene lavato per 3 volte con 4 mL di PBS, mantenuto 
a 37°C, e quindi vengono aggiunti 7 mL di una soluzione contenente 
quercetina 10 µM sempre mantenuta a 37°C. Ai tempi corrispondenti a 0, 
0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti vengono effettuati campionamenti di 0.8 
mL del mezzo contenente il substrato. 
I campioni vengono analizzati per via spettrofotometrica e l’analisi 
viene effettuata alla λ=375 nm mediante uno spettrofotometro UV-visibile 
Ultrospec 2100 Pro. Dal momento che alcuni studi preliminari hanno 
dimostrato che i tempi di scomparsa della quercetina sono molto brevi, gli 
intervalli di tempo per i campionamenti sono stati stabiliti entro i 4 minuti. 
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7.6.4  Test di  inibizione in presenza di anticorpi  anti -
bilitranslocasi 
 
Questo test viene effettuato, sempre in triplicato: le cellule a 
confluenza vengono incubate con una soluzione dell’anticorpo anti-
bilitranslocasi per 30 minuti a 37°C. Sono state utilizzate soluzioni di 
anticorpi anti-bilitranslocasi anti-sequenza 65-75 e anti-sequenza 365-375 
diluiti alla concentrazione di 0.2 µg/mL. Come controllo, la preincubazione 
delle fiasche viene effettuata in assenza degli anticorpi.  
Procedura 
Da una fiasca di cellule a confluenza viene aspirato il terreno di 
coltura. Il monolayer viene lavato con 4 mL di PBS mantenuto a 37°C, e 
quindi si aggiungono 2.5 mL di terreno senza siero contenente l' anticorpo 
alla diluizione voluta (0.2 µg/mL). Dopo un’incubazione di 30 minuti a 
37°C, la soluzione dell’anticorpo viene allontanata e il monostrato viene 
lavato per 3 volte con 4 mL di PBS (mantenuto a 37°C). Vengono aggiunti 
7 mL di una soluzione contenente quercetina 10 µM sempre mantenuta a 
37°C. Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti 
vengono effettuati campionamenti di 0.8 mL del mezzo contenente il 
substrato. 
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica. L’analisi viene effettuata alla λ=375 nm mediante lo 
spettrofotometro  
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7.6.5  Test di  inibizione del trasporto  mediante inibitori  
specifici delle serine 
 
Il saggio di trasporto della quercetina è stato eseguito anche dopo 
preincubazione con il PMSF (fenilmetilsulfonil fluoruro).  
Procedura 
Al terreno di coltura si aggiunge il PMSF ad una concentrazione finale 
di 0,1 mM e le cellule vengono pre-incubate per 20 minuti a 37°C. Al 
termine dell’incubazione, il terreno di coltura viene aspirato e il monostrato 
lavato 3 volte con 4 mL di PBS. quindi vengono aggiunti 7 mL di una 
soluzione contenente quercetina 10 µM sempre mantenuta a 37°C. Ai 
tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti vengono 
effettuati campionamenti di 0.8 mL del mezzo contenente il substrato. 
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica. L’analisi viene effettuata alla λ=375 nm mediante lo 
spettrofotometro.  
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7.6.6  Test di inibizione mediante altri substrat i della  
bilitranslocasi: la  BSP e  la bilirubina 
 
Questo saggio si propone di valutare l’effetto di altri substrati della 
bilitranslocasi, come la BSP e la bilirubina, usati direttamente nella 
soluzione di trasporto della quercetina.  
Procedura 
Il terreno di coltura viene aspirato e il monostrato lavato 3 volte con 4 
mL di PBS. quindi vengono aggiunti 7 mL di una soluzione contenente 
quercetina 10 µM in presenza o di 24 µM BSP o di 50 nM bilirubina 
sempre mantenuta a 37°C. Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2, 
3 e 4 minuti vengono effettuati campionamenti di 0.8 mL del mezzo 
contenente il substrato. 
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica. L’analisi viene effettuata alla λ=375 nm mediante lo 
spettrofotometro.  
L’esperimento viene ripetuto in triplicato. 
 
 
7.6.7  Test di inibizione della bilitranslocasi dopo pre-
incubazione con bilirubina 
 
Il saggio di trasporto della quercetina è stato eseguito anche dopo 
preincubazione con bilirubina.  
Procedura 
Al terreno di coltura si aggiunge la bilirubina ad una concentrazione 
finale di 1 µM e le cellule vengono incubate per 20 minuti a 37°C . Il 
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terreno di coltura viene aspirato e il monostrato lavato 3 volte con 4 mL di 
PBS. quindi vengono aggiunti 7 mL di una soluzione contenente quercetina 
10 µM sempre mantenuta a 37°C. Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 
1, 1.5, 2, 3 e 4 minuti vengono effettuati campionamenti di 0.8 mL del 
mezzo contenente il substrato. 
Dopo la raccolta, i campioni vengono analizzati per via 
spettrofotometrica. L’analisi viene effettuata alla λ=375 nm mediante lo 
spettrofotometro.  
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7.6.8  Test di  inibizione dell’uptake de lla quercetina in 
presenza di  inibitori specifici delle proteine  ABC 
 
Per valutare l’attività delle proteine ABC, il saggio di trasporto della 
quercetina è stato analizzato anche in presenza di inibitori specifici di 
queste proteine di membrana. 
E’ stato utilizzato il verapamil (Sigma-Aldrich, Milano, Italy), 




Figura 33: Struttura chimica del Verapamil. 
 
Procedura 
Al terreno di coltura si aggiunge il verapamil ad un concentrazione 
finale100 µM. La pre-incubazione viene effettuata per 60 minuti a 37°C . 
Al termine dell’incubazione, il terreno di coltura viene aspirato, il 
monostrato viene lavato con 4 mL di PBS e si procede al saggio di 
trasporto di una soluzione di quercetina 10 µM o da sola o anche in 
presenza di verapamil 100 µM. Si effettuano dei campionamenti del mezzo 
extracellulare ad intervalli di tempo prestabiliti e si procede con l’analisi 
spettrofotometrica dei campioni alla λ=375 nm, come prima descritto. 
L’esperimento viene ripetuto in triplicato. 
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E’ stato utilizzato anche il metavanadato di sodio (Sigma-Aldrich, 
Milano, Italy), NaVO3, inibitore non specifico delle pompe ATPasiche. 
Questo composto agisce da inibitore delle proteina che utilizzano l’idrolisi 
dell’ATP come fonte di energia, bloccandone l’attività. 
 
 
Figura 34: Struttura chimica del metavanadato di sodio. 
 
Procedura 
Al terreno di coltura si aggiunge il metavanadato di sodio ad una 
concentrazione finale di 50 µM. La pre-incubazione viene effettuata per 60 
minuti a 37°C . 
Al termine dell’incubazione, il terreno di coltura viene aspirato, il 
monostrato viene lavato con 4 mL di PBS e si procede al saggio di 
trasporto di una soluzione di quercetina 10 µM. Si effettuano dei 
campionamenti del mezzo extracellulare contenente la quercetina ad 
intervalli di tempo prestabiliti e si procede con l’analisi spettrofotometrica 
dei campioni alla λ=375 nm, come prima descritto. 
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7.6.9  Studi di trasporto della malvidina 3-glucoside in 
cellule endoteliali  
 
Il saggio di uptake, messo a punto per la quercetina, è stato utilizzato 
anche per valutare il trasporto di altri flavonoidi a livello dell’endotelio 
vascolare. 
Lo studio è stato esteso alla malvidina 3-glucoside, un tipico pigmento 
antocianico della frutta rossa, che è presente nel plasma in seguito ad 
assunzione di frutta rossa e derivati (come il vino) [201]. 
 
Figura 35: Struttura chimica della Malvidina 3-glucoside. 
 
Le cellule Ea.hy 926, sono state seminate ad una concentrazione di 
250.000 cellule in fiasche di polistirene di 25 cm2 e gli esperimenti di 
trasporto sono stati condotti sempre su cellule a confluenza.  
Procedura 
Il monostrato cellulare viene incubato con un terreno privo di siero 
contenente l’anticorpo anti-sequenza 235-246 (0.2 µg/mL) della 
bilitranslocasi per 30 minuti. Quindi, viene aspirato il terreno e si 
effettuano 3 lavaggi con 4 mL di PBS, mantenuto a 37°C. 
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Successivamente, vengono aggiunti 2.1 mL di una soluzione 
contenente malvidina 3-glucoside 18 µM sempre mantenuta a 37°C. Ai 
tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2 minuti vengono effettuati 
campionamenti (0.3 mL) del mezzo extracellulare in eppendorff da 1.5 mL, 
contenenti 0.12 mL di 0.8% acido perclorico in metanolo, soluzione che 
preserva i campioni dalla degradazione. 
I campioni del mezzo extracellulare sono stati sottoposti ad un’analisi 
mediante tecnica HPLC (High Performance Liquid Cromatography), 
secondo un metodo già descritto [124]. 
L’esperimento viene ripetuto in triplicato. 
 
7.6.10  Studi di trasporto dell’acido caftarico in cellule  
endoteliali  
 
Questo studio di uptake è stato esteso anche all’acido caftarico, un 
acido idrossicinnamico, quindi un polifenolo, non un flavonoide, contenuto 
presente solo in Vitis vinifera e Echinacea purpurea, che si ritrova nel 
plasma intatto [67, 202]. 
 
 
Figura 36: Struttura chimica dell’acido caftarico. 
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Le cellule Ea.hy 926, sono state seminate sempre ad una 
concentrazione di 250.000 cellule in fiasche di polistirene di 25 cm2 e gli 
esperimenti di trasporto sono stati condotti su cellule a confluenza.  
Procedura 
Il monostrato cellulare viene incubato con un terreno privo di siero 
contenente l’anticorpo anti sequenza 235-246 (0.2 µg/mL) della 
bilitranslocasi per 30 minuti. Dopo l’aspirazione del terreno, si effettuano 3 
lavaggi con 4 mL di PBS, mantenuto a 37°C. 
Successivamente, si aggiungono 3 mL di una soluzione contenente 
acido caftarico 20 µM sempre mantenuta a 37°C.  
Ai tempi corrispondenti a 0, 0.33, 0.66, 1, 1.5, 2 minuti vengono 
effettuati campionamenti (0.3 mL) del mezzo extracellulare in eppendorff 
da 1.5 mL, contenenti 0.1 mL di 1% acido formico in metanolo, soluzione 
che preserva i campioni dalla degradazione. 
I campioni sono stati sottoposti ad un’analisi mediante tecnica HPLC 
(High Performance Liquid Cromatography), secondo un metodo già 
descritto [202]. 
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8 .  R I S U L T AT I  
 
Numerosi studi epidemiologici hanno dimostrato che i flavonoidi 
esercitano diversi effetti biologici: in particolare, queste sostanze riducono 
l’incidenza di alcune neoplasie [203], proteggono da eventi ischemici 
cardiaci [204], hanno azioni antimicrobiche [205], antinfiammatorie [16, 
206] e antimutageniche [207]. 
I flavonoidi sono contenuti in elevata quantità nella frutta e nei vegetali, 
pertanto vengono assunti attraverso la dieta. La maggior parte dei 
flavonoidi contenuti negli alimenti sono presenti in forma glicosilata, legati 
ad uno o più zuccheri, e ciò ne influenza notevolmente le proprietà chimico 
fisiche, rendendole molecole altamente idrofile e, quindi, non in grado di 
attraversare le membrane mediante un meccanismo di diffusione passiva. 
Non è chiaro, tuttavia, come questi composti attraversino le membrane 
biologiche, benché numerosi studi abbiano dimostrato che flavonoidi 
glicosilati sono presenti in forma immodificata nel sangue [2]. 
Alcuni studi recenti hanno suggerito che il trasporto dei glucosidi di 
quercetina, un flavonolo, possano avvenire mediante il trasportatore del 
glucosio Na+-dipendente (SGLT 1) [105, 106]. Un'altra proteina coinvolta 
nel trasporto degli antociani, una classe di flavonoidi, ma anche della 
quercetina stessa, è la bilitranslocasi [111, 112, 124].  
Questa proteina è un trasportatore di anioni organici espressa al polo 
sinusoidale della cellula epatica [108, 113] e nella mucosa gastrica [208]. 
I flavonoidi sono anche substrati di alcuni trasportatori appartenenti 
alla superfamiglia delle proteine ABC che estrudono sostanze endogene ed 
esogene dalle cellule. In particolare, è stato dimostrato che questi composti 
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naturali sono in grado di modulare l’attività di trasporto della P-
glicoproteina, della MRP1, della MRP2 e di BCRP [147]. 
Recenti dati di immunoistochimica, hanno dimostrato che un 
anticorpo antisequenza anti-bilitranslocasi, reagisce con alcuni epitopi 
espressi sull’endotelio vascolare delle arterie epatiche umane e dell’aorta di 
ratto (dati in pubblicazione). 
Allo scopo di studiare l’espressione e la funzione della bilitranslocasi 
e dei trasportatori ABC nell’endotelio, e quindi il ruolo di queste proteine 
nel trasporto dei flavonoidi, sono stati utilizzati diversi tipi di cellule che 
rappresentassero un modello di endotelio vascolare.  
 
 
8.1  Cellule endoteliali  
 
Sono state utilizzate cellule endoteliali primarie: le cellule HAoEC-c 
(Human Aortic Endothelial Cells, derived from Aorta) umane fornite 
commercialmente e le cellule primarie di ratto, ottenute mediante un 
metodo di isolamento messo a punto nel nostro laboratorio. 
 I dati ottenuti con le cellule endoteliali primarie sia umane che di ratto 
sono stati poi confrontati con quelli ottenuti con la linea cellulare 
endoteliale Ea.hy 926, che deriva dalla fusione delle cellule HUVEC 
(Human, Umbilical Vein Endothelial Cells) con la linea di carcinoma 
polmonare A549. 










Figura 37: Cellule endoteliali espiantate da aorta di ratto e cellule endoteliali HAoEC-
c (Human Aortic Endothelial Cells, derived from aorta) (PromoCell, Germany) a 7 
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8.2  Messa a  punto del metodo di isolamento di  cellule  
endoteliali  primarie  di ratto 
 
Al fine di ottenere cellule endoteliali 
primarie, si è proceduto all’espianto 
dell’aorta toracica da ratti maschi Wistar . 
L’aorta è stata ripulita dalla tonaca 
media e dalla tonaca avventizia, in modo 
da isolare la tonaca intima, costituita da 
cellule endoteliali e dalla membrana basale 
endoteliale. 
Le comuni tecniche di isolamento di cellule endoteliali da aorte di bue 
o maiale o da vasi umani, prevedono l’utilizzo della dissociazione 
enzimatica [209, 210] o la rimozione fisica tramite il raschiamento della 
tonaca intima. Al contrario, l’isolamento di cellule endoteliali da aorta di 
animali più piccoli come il ratto, risulta estremamente problematico, dal 
momento che queste cellule sono molto resistenti al trattamento 
enzimatico. E’ stato necessario, quindi, utilizzare una tecnica di isolamento 
differente, modificando in parte una metodica già conosciuta in letteratura 
[191]. 
La tonaca intima è stata sezionata in frammenti di circa 3 mm2 che 
sono stati trasferiti e adagiati in pozzetti da 16 mm di diametro, contenenti 
uno specifico substrato di adesione, costituito da matrigel diluito 1:3 in 
terreno di coltura. Il matrigel è una matrice extracellulare di origine 
tumorale ricca di proteine, che forma una struttura tridimensionale, che 
permette l’adesione, la migrazione e, successivamente, la proliferazione 
delle cellule endoteliali a partire dai frammenti di aorta. Il terreno era 
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addizionato con l’Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS), un fattore 
di crescita specifico per le cellule endoteliali [192]. 
Dopo 3-4 giorni è stata osservata al microscopio la comparsa di 

























Figure 39 e 40: Fotomicrografie di cellule endoteliali primarie in fase di 
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cellule endoteliali (2) iniziano a migrare dal tessuto espiantato (3) verso il matrigel (1). 
Barra 100 µm. 
 
Rimosso dopo alcuni giorni il frammento di aorta, e una volta 
raggiunta la confluenza, le cellule sono state sottoposte all’azione 
dell’enzima dispasi, una aminoendopeptidasi, che ha la funzione di 
separare le cellule dalla matrice in cui si sono sviluppate. 
La sospensione di cellule così ottenuta, dopo una breve 
centrifugazione e risospensione nel terreno di coltura, è stata seminata in 
pozzetti da 35 mm. 
Le cellule primarie sono state osservate al microscopio ottico alcuni 
giorni dopo la semina e al raggiungimento della confluenza (Figura 41) e 
confrontate con la linea cellulare endoteliale Ea.hy 926 (Figura 42). 
Inizialmente, le cellule presentano un aspetto fusiforme, una volta 
raggiunta la confluenza, invece, assumono un tipico aspetto ad acciottolato 
(cobblestone).  
Come si può vedere dalla figura, che mostra diverse fasi di coltura di 
cellule endoteliali stabilizzate (Ea.hy 926), le cellule endoteliali primarie e 
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Figura 41: Immagini al microscopio ottico delle cellule endoteliali ottenute 
dall’espianto dell’aorta di ratto. In seguito al trattamento con dispasi, le cellule 










Figura 42: Immagini al microscopio ottico (10x) della linea cellulare Ea.hy 926 
dopo 1 e 3 giorni dalla tripsinizzazione. Barra= 100 µm. 
 
Un passaggio critico nella preparazione della coltura cellulare 
primaria consiste nella rimozione completa della tonaca media, infatti una 
rimozione non totale di tale tonaca porta alla proliferazione anche di altri 
tipi cellulari, probabilmente fibroblasti e cellule muscolari lisce come si 


























Figura 43: Immagine (10x) della coltura cellulare mista ottenuta dall’espianto 
dell’aorta. Si possono notare, oltre alle cellule endoteliali dalla morfologia fusiforme 
(1), anche alcune cellule allungate (2), che potrebbero essere fibroblasti o cellule 
muscolari lisce. Barra= 100 µm. 
 
8.2.1  Test con Dil-Acil-LDL 
 
Per confermare il fenotipo endoteliale delle cellule isolate, le cellule di 
aorta di ratto sono state trattate con le lipoproteine LDL acetilate, legate ad 
un cromoforo (1,1’dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-indocarbocyanine 
perchlorate) (Dil-Acil-LDL). Questo test si basa sul fatto che le cellule 
endoteliali sono in grado di endocitare le LDL acetilate in maggior misura 
rispetto ad altri tipi cellulari [194]. Ciò si dimostra con la formazione, 
all’interno del citoplasma, di depositi fluorescenti, rilevabili al microscopio 
a epifluorescenza con un filtro per la rodamina. 
Le cellule primarie, hanno dimostrato di endocitare attivamente le Dil-
Acil-LDL, come si vede dalla presenza nel citoplasma di granuli 
fluorescenti (Figura 44 a e b). 
Il controllo positivo utilizzato è stata la linea cellulare endoteliale 
Ea.hy 926, che ha dimostrato, come atteso, una elevata endocitosi delle 
2 
1 
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LDL acetilate. La fluorescenza delle cellule Ea.hy 926 risulta più marcata 
rispetto a quella delle cellule primarie; probabilmente ciò è dovuto alla loro 
alla loro maggiore attività metabolica, imputabile alla componente 
tumorale della linea stabilizzata (Figura 45 c).  
Come controllo negativo sono state utilizzate cellule muscolari lisce 
da aorta di coniglio [196], che hanno una capacità di internalizzare le LDL 
dalle 7 alle 15 volte inferiore rispetto alle cellule endoteliali [194]. La 
figura 45 d evidenzia, come atteso, la mancata endocitosi delle LDL 





















Figura 44: Fotomicrografie a epifluorescenza delle cellule endoteliali primarie di ratto 
trattate con Dil-Acil-LDL (a 10x, b 40x). Le cellule risultano positive al test. Barra= 




























Figura 45: Fotomicrografia ad epifluorescenza (10x) della linea cellulare Ea.hy 926 
(c), che esprime una forte positività al test. Le cellule muscolari lisce (d) non hanno 
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8.2.2  Espressione del  fattore di  von Willebrand 
 
Il fattore di von Willebrand (vWf) viene sintetizzato dalle cellule 
endoteliali, pertanto la sua espressione rappresenta un valido marker 
citologico per l’identificazione di questi tipi cellulari [191]. 
E’ stata eseguita un’analisi di immunocitochimica mediante l’utilizzo di 
anticorpi specifici diretti contro il fattore di von Willebrand sulle cellule 
espiantate dall’aorta di ratto e sulla linea cellulare Ea.hy 926. L’espressione 
del fattore di von Willebrand è stata analizzata al microscopio a 
epifluorescenza con un filtro corretto per il FITC. 
 
Figura 46: Espressione del fattore di von Willebrand in cellule espiantate da 
aorta di ratto (a) e in cellule Ea.hy 926 (b). Barra=10 µm. 
 
I dati ottenuti dallo studio dell'espressione del fattore vWf in queste 
cellule convalidano i risultati ottenuti con il test delle Dil-Acil-LDL, 
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8.3  Espressione delle proteine di membrana: studi di  
Western blot 
 
Le proteine ABC sono proteine di membrana siano espresse in diversi 
tessuti, come il parenchima epatico, i tubuli renali, il tratto gastro-enterico 
[211]. Recentemente sono state identificate anche a livello dei capillari che 
costituiscono la barriera emato-encefalica [212], ma la loro espressione non 
era ancora stata studiata in dettaglio sulle cellule endoteliali di altri distretti. 
La bilitranslocasi è un trasportatore di anioni organici, espresso a 
livello epatico [113] e a livello della mucosa gastrica [208]. Finora, solo 
dati di immunoistochimica avevano fornito alcune informazioni che 
potessero dimostrare la sua espressione anche a livello dell’endotelio 
vascolare (dati in pubblicazione). 
Per verificare l’espressione della bilitranslocasi e di alcuni 
trasportatori di membrana, appartenenti alla superfamiglia dei trasportatori 
ABC, sono stati ottenuti dei lisati cellulari delle cellule endoteliali primarie 
di ratto e della linea cellulare Ea.hy 926 che sono stati sottoposti ad analisi 
di Western blot. 
I campioni, separati mediante SDS-PAGE, sono stati incubati con 
anticorpi specifici per identificare le proteine prima elencate. Gli immuno-
complessi sono stati evidenziati mediante l’utilizzo di anticorpi secondari 
specifici, coniugati con la fosfatasi alcalina e il riconoscimento delle bande 
corrispondenti è avvenuto mediante la tecnica della chemiluminescenza su 
lastra fotografica.  
La figura 47 mostra come, nei lisati delle cellule Ea.hy 926 e delle 
endoteliali primarie di ratto, l’anticorpo anti-bilitranslocasi anti-sequenza 
65-75 abbia interagito specificatamente con una proteina di peso 
molecolare di 38 kDa. Come controllo positivo sono state utilizzate 
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vescicole di fegato di ratto, organo che noto esprimere la bilitranslocasi 
[115]. 
In base a questi dati, è stato possibile ipotizzare che in entrambi i tipi 









Figura 47: a. Immunoblot di lisati di cellule Ea.hy 926 b. Immunoblot di lisati di cellule 
endoteliali primarie di aorta di ratto (a sinistra) e vescicole di fegato di ratto (a destra). 
 
I dati ottenuti mediante tecnica di Western blot riguardanti 
l’espressione della P-glicoproteina (Figura 48) non hanno, al contrario, 
permesso di identificare l’espressione di questa proteina nella linea 
cellulare Ea.hy 926 e nelle cellule endoteliali di ratto. Infatti, nei lisati 
cellulari non è stato possibile evidenziare la banda di 170 kDa 
corrispondente alla P-glicoproteina.  
Il controllo positivo utilizzato in questo caso era rappresentato dalle 
cellule Lovo/ADR, una linea cellulare di carcinoma del colon che 








7. Risultati e Discussione 
136 
 









Figura 48: Western blot della P-gp in cellule Lovo /ADR (1), in cellule Ea.hy 926 (2) e in 
cellule primarie di ratto (3). L’immagine mostra come nelle cellule Ea.hy 926 e nelle primarie 
non sia rilevabile alcuna banda di peso molecolare di 170 kDa, banda che è invece è evidente 
nella linea Lovo/ADR.  
 
L’anticorpo A23 anti-MRP1 è stato impiegato nell’individuazione di 
questa proteina nelle stesse cellule. L'analisi di Western blot, qui sotto 
presentata (Figura 49), indica che l'anticorpo reagisce selettivamente con 
una singola banda corrispondente a una proteina di 190 kDa circa, il che 
conferma la presenza anche della proteina MRP1 in questi tipi cellulari. 
Il controllo positivo è rappresentato dal lisato di cellule A549 di 
carcinoma polmonare umano, che iperesprimono MRP1. L'espressione di 
questa proteina è particolarmente evidente nella linea cellulare Ea.hy 926, è 
ciò è molto probabilmente dovuto al fatto che queste cellule sono originate 
dalla fusione delle cellule endoteliali umane HUVEC, con le cellule di 
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Figura 49: La figura evidenzia una banda di peso molecolare di 190 kDa nelle cellule 
Ea.hy 926 (a sinistra), la presenza di una banda meno marcata nelle cellule endoteliali 
primarie di ratto (al centro). Come controllo positivo è stata utilizzata la linea A549, che 
iperesprime MRP1 (a destra).  
 
La figura 50, relativa all’espressione della proteina MRP2, evidenzia 
l’interazione dell’anticorpo primario con una proteina di peso molecolare di 






                                                               
 
 
Figura 50: Espressione di MRP2 in cellule endoteliali primarie di ratto (a sinistra) e in 
cellule Ea.hy 926 (a destra), nelle quali la banda è più marcata.  
 
E’ stato utilizzato, infine, un anticorpo anti-BCRP che ha dimostrato 
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alla proteina BCRP, e la figura 51 dimostra l’espressione anche di questa 
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Figura 51: Espressione di BCRP in cellule endoteliali primarie di ratto (a sinistra) e 
nella linea Ea.hy 926 (a destra).  
 
I dati ottenuti mediante analisi di Western blot hanno quindi permesso 
l’identificazione della bilitranslocasi e di alcuni componenti della super-
famiglia delle proteine ABC, nelle cellule endoteliali studiate. Questi dati 
indicano anche che i trasportatori attivi primari sono espressi in misura 
minore nelle cellule endoteliali primarie rispetto alle cellule della linea 
Ea.hy 926. Si può ritenere che tale discrepanza sia dovuta al contributo 
delle cellule tumorali della linea A549, che assieme alle cellule endoteliali 
HUVEC forma la linea cellulare stabilizzata. Ciò non sembra verificarsi, 
invece, nel caso dell’espressione della bilitranslocasi. Infatti, l'espressione 
della banda di peso molecolare corrispondente alla bilitranslocasi era simile 
nei due tipi cellulari. 
72 kDa 
7. Risultati e Discussione 
139 
8.4  Studi di  immunocitochimica in cellule endoteliali  
 
Per confermare l’espressione e la localizzazione intracellulare della 
bilitranslocasi e delle proteine ABC, sono stati condotti studi di 
immunocitochimica. La linea cellulare Ea.hy 926, le cellule endoteliali 
primarie di ratto e umane sono state seminate e incubate con l’anticorpo 
anti-bilitranslocasi diretto al segmento 65-75 della sua struttura primaria, e 
con anticorpi specifici anti-P-glicoproteina, anti-MRP1, anti-MRP2 e anti-
BCRP. La formazione degli immunocomplessi antigene-anticorpo è stata 
evidenziata utilizzando anticorpi secondari legati ad un appropriato 
fluoroforo e visualizzata al microscopio ad epifluorescenza. 
 
 
8.4.1  Bilitranslocasi 
 
La figura 52 mostra l’espressione della bilitranslocasi nelle cellule 
primarie di ratto e umane a livello della membrana plasmatica e del 
citoplasma. Dalle immagini sono evidenti le dimensioni maggiori delle 
cellule umane, in cui si può notare la caratteristica struttura a rete di tubuli 
intracellulari, tipica delle cellule endoteliali [214]. 
L’espressione della bilitranslocasi è stata dimostrata anche nelle 
cellule Ea.hy 926, si evidenzia infatti una forte positività di membrana, nel 









Figura 52: Espressione della bilitranslocasi in cellule endoteliali primarie di aorta di 
ratto (a), e umane (b) e nella linea cellulare Ea.hy 926 (c). Le cellule, fissate in 
paraformaldeide, sono state incubate con l’anticorpo anti-BTL 65-75 e visualizzate 
mediante microscopia ad epifluorescenza. Nei pannelli piccoli sono riportate le 
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8.4.2  TRASPOR TATORI ABC 
 
8.4.2.1  P-glicoproteina 
 
La figura 53 indica che l'espressione della P-glicoproteina non è molto 
evidente, sia nelle cellule primarie di ratto e umane che nella linea cellulare 
Ea.hy 926 (Figura 53). A conferma di ciò, anche le analisi di Western blot 
non avevano evidenziato nei lisati cellulari la banda corrispondente alla P-
glicoproteina, sia per le cellule primarie che per la linea cellulare 
endoteliale (vedi sezione 8.3) . 
 
Figura 53: Espressione della P-glicoproteina in cellule endoteliali primarie di aorta di 
ratto (a), e umane (b) e nella linea cellulare Ea.hy 926 (c). Le cellule, fissate in 
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paraformaldeide, sono state incubate con l’anticorpo anti-P-gp C219 e visualizzate 
mediante microscopia ad epifluorescenza. Nei pannelli piccoli sono riportate le 
immagini dei controlli. Barra 10 µm 
 
8.4.2.2  Multidrug Resistance related Protein 1 (MRP1) 
 
La figura 54 mostra che la proteina MRP1 è espressa sia nelle cellule 
primarie di ratto e che in quelle umane, a livello della membrana 
plasmatica e del citoplasma. L’espressione della proteina MRP1 è risultata 
evidente anche nelle cellule Ea.hy 926, in cui si evidenzia una forte 
positività a livello della membrana e nella zona perinucleare.  
 
Figura 54: Espressione della proteina MRP1 in cellule endoteliali primarie di aorta di 
ratto (a), e umane (b) e nella linea cellulare Ea.hy 926 (c). Le cellule, fissate in 
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mediante microscopia ad epi-fluorescenza. Nei pannelli piccoli sono riportate le 
immagini dei controlli. Barra 10 µm. 
 
Rispetto alle cellule primarie il segnale risulta più marcato nelle 
cellule Ea.hy 926; ciò è probabilmente duvuto al fatto che questa linea 
cellulare deriva da cellule endoteliali di cordone ombelicale fuse con 
cellule di carcinoma polmonare A549 che iperesprime la proteina MRP1 
Biblio, anche in accordo con i dati ottenuti mediante tecnica di Western 
blot.  
 
8.4.2.3  Multidrug Resistance related Protein 2 (MRP2) 
 
La proteina MRP2 è espressa sia a livello della membrana plasmatica 
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Figura 55: Espressione della proteina MRP2 in cellule endoteliali primarie di aorta di 
ratto (a), e umane (b) e nella linea cellulare Ea.hy 926 (c). Le cellule, fissate in 
paraformaldeide, sono state incubate con l’anticorpo anti-MRP2 MAb (M2-III6) e 
visualizzate mediante microscopia ad epi-fluorescenza. Nei pannelli piccoli sono 
riportate le immagini dei controlli. Barra 10 µm. 
 
8.4.2.4  Breast Cancer Resistance related Protein (BCRP) 
 
L'espressione della proteina BCRP è evidente sia nelle cellule 
primarie di ratto che in quelle umane a livello della membrana plasmatica e 
del citoplasma (figura 56). Nelle cellule Ea.hy 926, la proteina BCRP è 

















Figura 56: Espressione della proteina BCRP in cellule endoteliali primarie di aorta di 
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paraformaldeide, sono state incubate con l’anticorpo anti-BCRP clone BXP-21 e 
visualizzate mediante microscopia ad epi-fluorescenza. Nei pannelli piccoli sono 
riportate le immagini dei controlli. Barra 10 µm. 
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8.5  Espressione di RNA messaggero dei trasportatori ABC 
nelle cellule endoteliali  mediante RT-PCR 
 
Per valutare la presenza dell'mRNA relativo alle proteine ABC nelle 
cellule endoteliali, sono stati condotti studi di biologia molecolare sulle 
cellule primarie umane e di ratto e sulla linea cellulare Ea.hy 926. 
Dopo estrazione dell’RNA totale e successiva amplificazione 
mediante RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction), è 
stato possibile visualizzare le bande corrispondenti alle proteine di nostro 
interesse. Sono stati utilizzati primer specifici per queste proteine: P-
glicoproteina, MRP1, MRP2, BCRP sia umane che di ratto. 
Le immagini sotto riportate dimostrano l’espressione degli RNA 
messaggeri delle proteine ABC, sia nelle cellule umane che nella linea 
Ea.hy 926. 
                                P-glicoproteina 
 
 
              
               Cellule enoteliali umane               Ea.hy 926 
 




        Cellule endoteliali umane                 Ea.hy 926 




7. Risultati e Discussione 
147 




                    Cellule endoteliali umane        Ea.hy 926 
 
 
                                        BCRP 
 
 
                Cellule endoteliali umane      Ea.hy 926 
 
Dal momento che nei roditori la P-glicoproteina è codificata da due 
geni, mdr1a ed mdr1b [150], sono stati utilizzati due paia di primer 
specifici diversi e sono state visualizzate due bande distinte. 
Le immagini sotto riportate dimostrano l’espressione degli RNA 





Figura 57: Espressione degli mRNA relativi a P-gp, MRP1, MRP2 e BCRP in 
cellule endoteliali primarie di ratto. 
277 pb 
91 pb 
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 I dati ottenuti dall'analisi dell’RNA estratto hanno permesso di 
identificare tutti e quattro i trasportatori ABC nelle cellule endoteliali 
studiate. 
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8.6  Studi di  trasporto della Sulfobromoftaleina (BSP) in  
cellule Ea.hy 926 
 
Per studiare il trasporto dei flavonoidi nelle cellule endoteliali, è stato 
allestito un saggio di trasporto, già precedentemente messo a punto in 
cellule epatiche in coltura (HepG2) [110]. Come substrato è stata utilizzata 
la sulfobromoftaleina (BSP), un substrato noto della bilitranslocasi.  
Il saggio si basa sulla misura della concentrazione del substrato nel 
mezzo extracellulare, partendo dal presupposto che la quantità di BSP 
scomparsa dal mezzo è equivalente a quella entrata nelle cellule. 
Gli esperimenti sono stati condotti sulla linea cellulare Ea.hy 926, 
come modello iniziale di endotelio vascolare. Trattandosi infatti di una 
linea stabilizzata è stato possibile effettuare esperimenti ripetuti e con 
diverse condizioni sperimentali. 
Tutte le immagini riportate sono relative a dati (n=3) ottenuti in 
esperimenti rappresentativi, che sono stato ripetuti almeno 3 volte, con 
risultati sovrapponibili.  
La figura 58 evidenzia l’entrata della BSP nelle cellule endoteliali 
Ea.hy 926. L’equilibrio viene raggiunto in circa un minuto, indicando che 
la BSP scompare rapidamente dal mezzo extracellulare, e ciò riflette la sua 
entrata nelle cellule. 
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Figura 58: Cinetica di uptake della BSP nella linea cellulare Ea.hy 926. I dati 
rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
Per valutare il ruolo della bilitranslocasi in questo trasporto nelle 
cellule endoteliali, si è voluto testare l’effetto degli anticorpi anti-
blitranslocasi anti-sequenza 65-75 (AbA) e anti-sequenza 235-246 (AbB).  
La Figura 59 mostra il marcato effetto inibitorio di entrambi gli 
anticorpi anti-bilitranslocasi, dopo preincubazione per 30 minuti, sul 
trasporto della BSP, suggerendo quindi un coinvolgimento della 
bilitranslocasi come trasportatore della BSP anche a livello delle cellule 
endoteliali. Studi precedenti, d'altra parte, avevano già dimostrato che 
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Figura 59: Cinetiche di uptake della BSP dopo pre-incubazione con gli anticorpi 
anti-sequenza anti-bilitranslocasi. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
Allo scopo di caratterizzare meglio il meccanismo di trasporto della 
BSP a livello endoteliale, è stato testato anche l’effetto del 
fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF). Questo composto, legandosi in modo 
covalente ai residui serinici delle proteine, è in grado di inibire l’attività di 
trasporto della bilitranslocasi in vescicole di membrana plasmatica di 
fegato di ratto [132] nonché il trasporto della bilirubina in cellule HepG2 
[110].  
La figura 60 mostra che il PMSF esercita un potente effetto inibitorio 
dell’uptake della BSP, soprattutto nella prima, critica fase di 
raggiungimento dello stato stazionario. 
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Figura 60: Cinetiche di uptake della BSP, dopo pre-incubazione con PMSF 0.1 
mM. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
Per caratterizzare ulteriormente il meccanismo di trasporto della BSP 
a livello endoteliale, si è voluto testare anche l’effetto della quercetina, 
questo flavonoide, infatti si è dimostrato essere un inibitore competitivo 
della bilitranslocasi in vescicole di fegato di ratto. con una Ki di 21.1 µM 
[112]. 
La figura 61 mostra come la contemporanea presenza della quercetina 
inibisca l’uptake della BSP, facendo presupporre che le due molecole 
competano per lo stesso trasportatore. E’ da notare come l’effetto inibitorio 
della quercetina sull’uptake della BSP si verifichi in presenza di una 
concentrazione di quercetina (5 µM) inferiore a quella di saturazione 
(Ki=21.1 µM) [112]. 
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Figura 61: Cinetiche di uptake della BSP 24 µM in contemporanea presenza 
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8.7  Studi di trasporto della quercetina in cellule  
endoteliali   
 
Per studiare il trasporto dei flavonoidi nelle cellule endoteliali, il 
saggio messo a punto per la BSP è stato adattato all’uso della quercetina. 
Questo flavonoide è un cromoforo (λmax=375 nm) ed è chimicamente 
stabile nelle condizioni adottate per il saggio di trasporto. 
Anche in questo caso, le immagini riportate sono relative a dati (n=3) 
ottenuti in esperimenti rappresentativi, che sono stato ripetuti almeno 3 
volte, con risultati sovrapponibili.  
 
Figura 62: Cinetiche di uptake della quercetina in cellule primarie endoteliali di 
ratto, cellule Ea.hy 926 e primarie muscolari lisce. I dati rappresentano i valori medi ± 
S.E (n=3). 
 
I dati della figura 62 mettono in luce che la quercetina entra 
rapidamente sia nelle cellule endoteliali primarie di ratto che nella linea 
endoteliale stabilizzata Ea.hy 926. La sostanziale identità tra le cinetiche di 
uptake della quercetina in questi due tipi cellulari, suggerisce che l’entrata 
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di questo flavonoide possa avvenire attraverso meccanismi di trasporto 
simili. Al contrario, le cellule muscolari lisce dimostrano un' efficienza di 
uptake molto inferiore (3-4 volte inferiore rispetto alle cellule endoteliali), 
che potrebbe essere spiegata dalla minore espressione della bilitranslocasi 
in questo tipo di cellule. Indagini di immunocitochimica precedentemente 
condotte (dati non mostrati) avevano dimostrato infatti una minore 
espressione di questa proteina nelle cellule muscolari lisce. 
 
 
8.7.1  Ruolo della bilitranslocasi  nelle cellule endoteliali  
primarie di ratto  e umane 
 
Per studiare la funzione della bilitranslocasi come trasportatore in 
entrata della quercetina a livello endoteliale, è stato valutato l’effetto 
dell’anticorpo anti-bilitranslocasi anti-sequenza 235-246 (AbB) sulle 
cellule endoteliali primarie di ratto e umane. 
Le figure 63 e 64 mettono in evidenza come, dopo la pre-incubazione 
con l’anticorpo AbB (0.2 µg/mL per 30 minuti a 37°C), nelle cellule 
endoteliali primarie sia di ratto che umane il trasporto della quercetina sia 
fortemente inibito, suggerendo quindi che il trasporto della quercetina nelle 
cellule endoteliali sia mediato da questa proteina. 
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Figura 63: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule endoteliali 
primarie di ratto, dopo pre-incubazione con l’anticorpo anti-sequenza 235-246 anti-
bilitranslocasi. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
 
Figura 64: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule endoteliali 
primarie umane, dopo pre-incubazione con l’anticorpo antisequenza 235-246 anti-
bilitranslocasi. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
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8.8  Studi di  trasporto della  quercetina in cellule Ea.hy 926 
 
Le cellule primarie possono essere mantenute in coltura per un tempo 
limitato, che varia tra i 25 e i 30 giorni al massimo, e ciò preclude il loro 
utilizzo in esperimenti ripetuti. Pertanto, per caratterizzare ulteriormente il 
trasporto della quercetina nell’endotelio vascolare, sono state utilizzate 
cellule della linea Ea.hy 926, facilmente mantenute in coltura.  
 
8.8.1  Ruolo della bilitranslocasi nel  trasporto della  
quercetina in cellule Ea.hy 926 
 
Per valutare il ruolo della bilitranslocasi come trasportatore della 
quercetina, le cellule Ea.hy 926 sono state pre-incubate con entrambi gli 
anticorpi anti-sequenza 65-75 (AbA) e 235-246 (AbB) (0.2 µg/mL) della 
bilitranslocasi. La figura 65 mostra come entrambi gli anticorpi abbiano 
determinato una forte inibizione dell’uptake del flavonoide nelle cellule 
Ea.hy 926, confermando il ruolo della bilitranslocasi come trasportatore 
della quercetina anche nelle cellule stabilizzate. 
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Figura 65: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, dopo 
pre-incubazione con gli anticorpi ani sequenza 65-75 (AbA) e 235-246 (AbB) anti-
bilitranslocasi. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
 
Per confermare ulteriormente questa ipotesi, è stato studiato l’effetto 
del fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) anche sul trasporto della quercetina; 
questo composto si è dimostrato estremamente efficace, infatti, dopo una 
preincubazione di 20 minuti, l'uptake della quercetina risultava 
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Figura 66: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, dopo 
pre-incubazione con il fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF). I dati rappresentano i valori 
medi ± S.E (n=3). 
 
Sono state utilizzate ulteriori condizioni sperimentali che chiarissero il 
ruolo della bilitranslocasi nel trasporto della quercetina nelle cellule 
endoteliali. L’uptake di questo flavonoide è stato, quindi, studiato anche in 
presenza di substrati specifici della bilitranslocasi come la BSP e la 
bilirubina. La figura 67 mostra come il trasporto della quercetina venga 
fortemente inibito sia dalla BSP che dalla bilirubina, suggerendo che questi 
substrati competano per lo stesso trasportatore. 
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Figura 67: Cinetica di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, in 
contemporanea presenza della BSP 24 µM o della bilirubina 50 nM. I dati 
rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
L’effetto inibitorio della bilirubina è stato valutato anche dopo pre-
incubazione delle cellule con una soluzione di 1 µM bilirubina aggiunta al 
terreno di coltura. Per il saggio di trasporto, il terreno è stato poi rimosso e 
sostituito con la soluzione di quercetina priva di bilirubina. 
Come dimostra la figura 68, anche in questo caso, la bilirubina ha 
inibito il trasporto della quercetina.  
7. Risultati e Discussione 
161 
 
Figura 68: cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, dopo 
pre-incubazione con bilirubina 1 µM, e successiva rimozione. I dati rappresentano i 
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8.8.2  Ruolo delle proteine ABC nel  trasporto della  
quercetina in cellule Ea.hy 926 
 
Se l’uptake della quercetina dipende certamente dall’attività di 
trasporto della bilitranslocasi, è ben noto che i flavonoidi sono anche 
substrato di trasportatori attivi primari, come le proteine della 
superfamiglia ABC. Questi trasportatori hanno la funzione di estrudere 
dalla cellula composti endogeni, farmaci e xenobiotici, tra cui i flavonoidi 
[143, 147].  
Per studiare il ruolo delle proteine ABC nel trasporto dei flavonoidi in 
cellule endoteliali, nel saggio di trasporto della quercetina sono stati 
utilizzati anche inibitori specifici di questi trasportatori. 
La figura 69 mette in luce l’effetto del verapamil, farmaco calcio-
antagonista substrato delle proteine ABC [154], sull’uptake della 
quercetina: sia dopo pre-incubazione che in contemporanea presenza con il 
substrato, la concentrazione intra-cellulare di quercetina aumenta 
notevolmente, facendo presupporre che l'aumento della concentrazione 
all’interno delle cellule endoteliali, sia dovuto all'inibizione delle pompe di 
estrusione da parte di questo farmaco. Questo composto è un inibitore 
aspecifico di diversi trasportatori ABC [143]; non è quindi possibile 
ascrivere l'effetto osservato all'inibizione di un particolare componente di 
questa famiglia.  




Figura 69: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, sia 
in presenza che dopo pre-incubazione con verapamil 100 µM. I dati rappresentano i 
valori medi ± S.E (n=3). 
 
Infine, è stato testato l’effetto del meta-vanadato di sodio, un inibitore 
non selettivo delle pompe ATP-asiche, che, legandosi all’ATP, ne inibisce 
l'idrolisi, inattivando quindi le proteine che lo utilizzano come fonte di 
energia. Contrariamente alle attese, l’uptake della quercetina, dopo pre-
incubazione con questo composto è risultato, inibito e non aumentato 
(figura 70). Questo effetto può essere spiegato con l’inibizione, piuttosto 
che delle pompe di estrusione, di alcuni trasportatori in entrata,. In 
particolare, è possibile che il metavanadato di sodio sia un inibitore della 
bilitranslocasi, e ciò sembra plausibile, poiché è noto che la presenza di 
alcuni residui di cisteina è fondamentale per l’attività di trasporto di questa 
proteina [215]. Lo ione metavanadato può legarsi a questi residui, causando 
quindi l’inattivazione del trasportatore. 
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Figura 70: Cinetiche di uptake della quercetina 10 µM in cellule Ea.hy 926, dopo 
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8.9  Studi di trasporto della malvidina 3-glucoside in 
cellule Ea.hy 926 
 
Nella linea cellulare Ea.hy 926 è stato possibile valutare il trasporto 
anche di altri flavonoidi, come l’antociano malvidina 3-glucoside. La 
malvidina 3-glucoside si trova intatta nel plasma dopo ingestione di 
alimenti che la contengono, e, di conseguenza, può venire a contatto con le 
cellule endoteliali [201].  
Nelle cellule Ea.hy 926 è stato studiato anche il trasporto anche di 
questo antociano, applicando un saggio di uptake, precedentemente messo 
a punto in cellule epatiche [124]. 
La figura 71 mostra che la malvidina 3-glucoside entra molto 
rapidamente nelle cellule, raggiungendo un picco transitorio, cui segue un 
apparente efflusso. Anche in questo caso l’anticorpo antisequenza 235-246 
anti-bilitranslocasi, inibisce l’uptake, suggerendo questo antociano entri, 
per mezzo della bilitranslocasi, nelle cellule endoteliali, dove esercita 
diverse azioni biologiche, come dimostrato da studi epidemiologici [80]. 
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Figura 71: Cinetiche di uptake della malvidina 3-glucoside in cellule Ea.hy 926 
dopo pre-incubazione con anticorpo ani-sequenza 235-246 (AbB) (0.2 µg/mL) anti-
bilitranslocasi. I dati rappresentano i valori medi ± S.E (n=3). 
 
8.10  Studi di trasporto dell’acido caftarico in cellule Ea.hy 
926 
 
Lo studio del trasporto di composti naturali in cellule endoteliali, è 
stato esteso anche ad un altro polifenolo, non flavonoide, come l’acido 
caftarico, contenuto soprattutto nel vino bianco [202]. La figura 72 mostra 
entra rapidamente nelle cellule, pur essendo una molecola altamente polare. 
Come dimostra la figura 72, la pre-incubazione con l’anticorpo anti-
bilitraslocasi ha inibito l’uptake di questo composto, suggerendo un ruolo 
della bilitranslocasi anche in questo trasporto. 
 
Figura 72: Cinetiche di uptake dell’acido caftarico  in cellule Ea.hy 926, dopo 
pre-incubazione con l’anticorpo anti-sequenza 235-246 (AbB) anti-bilitranslocasi. I 



































9 .  C O N C L U S I O N I  
 
I flavonoidi sono una numerosa ed etereogenea classe di polifenoli 
presente in numerose piante commestibili usate abitualmente per 
l’alimentazione umana. Un numero sempre maggiore di studi 
epidemiologici ha messo in luce la relazione inversa tra l’assunzione 
regolare di alcuni composti fenolici con la dieta e il rischio di insorgenza di 
diverse patologie umane, tra le quali le malattie cardiovascolari come 
l’aterosclerosi [183]. 
L’endotelio vascolare svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento 
dell’omeostasi vascolare. Infatti, disfunzioni a questo livello, in assenza di 
alterazioni struttuali macro- o microscopiche, costituiscono la fase di 
esordio di patologie vascolari funzionali, come l’ipertensione. Inoltre, 
predispongono all’insorgenza di alterazioni morfologiche come 
l’aterosclerosi. 
Numerosi studi epidemiologici [12] hanno messo in luce che i 
flavonoidi esercitano importanti effetti sul sistema cardiovascolare., 
attraverso le loro proprietà antiossidanti, di regolazione del tono vascolare e 
di modulazione delle risposte cellulari [65, 80]. Ciò ha promosso 
numerosissimi studi in vivo ed in vitro per comprendere i meccanismi 
cellulari e molecolari alla base dell’azione di questi composti. Tuttavia, non 
è ancora stato adeguatamente compreso in quale modo queste sostanze 
vengano assorbite a livello dell’apparato digerente, in quali tessuti 
periferici si distribuiscano ed in particolare in quale modo possano entrare 
nelle cellule endoteliali. I flavonoidi sono molecole polari, altamente 
idrofiliche e pertanto non possono attraversare le membrane biologiche se 





L’obiettivo di questo lavoro è stato l’identificazione e la 
caratterizzazione del ruolo di alcune proteine di membrana nel trasporto dei 
flavonoidi a livello dell’endotelio vascolare. Sono stati presi in 
considerazione trasportatori che promuovono l’ingresso e l’estrusione di 
queste molecole dalle cellule. In particolare, è stata studiata l’espressione 
della bilitranslocasi, quale trasportatore in entrata, e di alcuni componenti 
della super-famiglia delle proteine ABC (P-glicoproteina, MRP1, MRP2 e 
BCRP), quali pompe di estrusione, a livello dell’endotelio vascolare. 
Sono stati utilizzati tre tipi diversi di cellule endoteliali: cellule 
dell’aorta di ratto, cellule dell’aorta umana, e la linea cellulare endoteliale 
umana Ea.hy 926. 
A differenza dei due ultimi tipi cellulari, che sono disponibili 
comercialmente, le cellule endoteliali di aorta di ratto sono state isolate 
mediante un metodo messo a punto nel nostro laboratori e caratterizzate per 
il loro fenotipo vascolare.  
Per studiare l’espressione delle proteine di membrana nei tre diversi 
tipi di cellule endoteliali, sono state condotte analisi di immunocitochimica 
di Western blot e di RT-PCR, che hanno permesso di identificare e di 
localizzare le proteine in tutti i tipi cellulari. Con queste tecniche, è stato 
possibile dimostrare l'espressione della bilitranslocasi nelle cellule 
endoteliali esaminate. Per quanto riguarda i trasportatori ABC, è 
interessante osservare che la P-glicoproteina è risultata scarsamente 
espressa in queste cellule; al contrario, altri componenti di questa famiglia, 
come le MRP1 e 2 e la BCRP, sono risultati altamente espresse. 
Studi di uptake hanno messo in luce il ruolo della bilitranslocasi come 
trasportatore in entrata per diverse molecole, tra cui i flavonoidi quercetina 
e malvidina 3-glucoside e il polifenolo acido caftarico nelle cellule 





famiglia dei trasportatori ABC nell'estrusione di questi composti nelle 
cellule endoteliali. 
Tutti i dati emersi in questo lavoro rappresentano passi importanti 
nella comprensione dei meccanismi coinvolti nell’entrata ed uscita dei 
flavonoidi a livello dell’endotelio. Ciò non solo aiuta a spiegare gli effetti 
vascolari dei polifenoli della dieta [216] [217], ma potrebbe anche essere 
utile nella messa a punto di strategie nutrizionali finalizzate alla 
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